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1                Einleitung 
 
1.1 Das murine Herpesvirus-68 (MHV-68) 
Das murine Herpesvirus-68 gehört zu den γ-Herpesviren und ist pathogen für Nagetiere und 
Insektenfresser. Es wurde 1980 erstmalig aus der Rötelmaus Myodes glareolus isoliert 
[Efstathiou et al., 1990; Stewart et al., 1996]. Dabei wurden Labormäuse mit Extrakten aus 
verschiedenen Mausorganen (Lunge, Milz, Herz, Leber und Niere) frei lebender Mäuse 
intrazerebral infiziert. Die infizierten Mäuse entwickelten nach der ersten, zweiten oder 
dritten aufeinander folgenden Infektion schwere oder fatale Enzephalitiden. Zellen der 
Zelllinie BHK-21 wurden mit Hirnextrakten dieser Tiere beimpft. Nach 3-5 Tagen 
entwickelte sich ein zytopathischer Effekt [Mistrikova et al., 2000]. 
Nach eingehenden genetischen und biologischen Studien wurde festgestellt, dass MHV-68 
nah verwandt mit dem Epstein-Barr Virus (EBV), dem Herpesvirus saimiri (HVS) und dem 
Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus (KSHV) ist [Flaño et al., 2003]. Deshalb 
entwickelte sich das MHV-68/Maus-System zu einem wichtigen experimentellen In-vivo-
Modell für γ-Herpesviren, insbesondere für das humanpathogene Epstein-Barr Virus [Sunil-
Chandra et al., 1992].  
Der genaue Infektionsweg von MHV-68 in vivo ist nicht bekannt. Aufgrund des 
Infektionsweges anderer Herpesviren wurde vermutet, dass bei der Infektion von Tier zu Tier 
ein enger Kontakt nötig ist, der z.B. die respiratorische oder perorale Übertragung begünstigt 
[Mistrikova et al., 2000].  
Nach intranasaler Infektion von Mäusen mit MHV-68 entsteht eine akute respiratorische 
Infektion, die aber schnell eingedämmt wird, gefolgt von einer Latenz des Virus in der Milz 
mit einem Höhepunkt von latent infizierten B-Lymphozyten 14 Tage nach der Infektion. Eine 
lymphoproliferative Phase mit einer Lymphadenopathie der mediastinalen Lymphknoten 
folgt. Es kommt zu einer Vergrößerung der Milz und einer Mononukleose-ähnlichen Phase 
mit Proliferation von CD8+-T-Zellen [Dutia et al., 2004]. Wie alle Herpesviren besitzt auch 
das γ2-Herpesvirus MHV-68 die Fähigkeit, im Wirt zu persistieren. Wichtigste Persistenzorte 
sind hierbei die B-Zellen, seltener Makrophagen und dendritische Zellen [Flaño et al., 2000]. 
Durch die infizierten Zellen können auch andere Organe wie z.B. Leber und Herz befallen 
werden [Nash et al., 2001].  
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Infektionsverlauf: 
Die intranasale Infektion 5-6 Wochen alter Mäuse resultiert in einer produktiven Infektion der 
alveolären epithelialen Zellen der Lunge. Die Infektion der Lunge ist mit einer Bronchiolitis 
verbunden. Die primäre entzündliche Reaktion in der Lunge wird überwiegend von 
Makrophagen getragen mit einer maximalen Ausdehnung des Infiltrats 3 Tage nach der 
Infektion, gefolgt von einer CD8+-T-Zell-Antwort, die ihren Höhepunkt nach 7 Tagen erreicht 
[Nash et al., 2001]. Nach 5-7 Tagen ist eine hohe Virämie nachweisbar. Ausgehend von der 
Lunge erreicht MHV-68 die mediastinalen Lymphknoten, wo dendritische Zellen, 
Makrophagen und B-Zellen infiziert werden. Die infizierten B-Zellen sind wahrscheinlich die 
Grundlage für die Ausbreitung von MHV-68 in seinem Wirt [Flaño et al., 2000]. Ausgehend 
von mediastinalen Lymphknoten erreichen die infizierten B-Zellen andere Organe wie die 
Milz, Lymphknoten in anderen Körperregionen und das Knochenmark. Eine rapide 
Expansion latent infizierter B-Zellen in der Milz ist 14 Tage nach der Infektion nachzuweisen. 
Dies führt zu einer Vergrößerung der Milz. Während der Splenomegalie ist eine starke 
Zunahme von B- und T-Zellpopulationen zu beobachten. Die Anzahl und Größe der 
Keimzentren erhöhen sich. Sie dienen als Reservoir latent infizierter B-Zellen. Eine Zuhname 
der Anzahl zirkulierender Lymphozyten ist 21 Tage nach der Infektion mit MHV-68 zu 
beobachten. Der Hauptanteil dieser Populationen besteht aus Vβ4+CD8+-T-Zellen. Dies 
signalisiert den Beginn einer Mononukleose-ähnlichen Phase, vergleichbar der akuten EBV-
Infektion [Hardy et al., 2000]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aufbau und Genomorganisation des MHV-68: 
Das Viruspartikel (Abbildung 1) besteht aus einem ikosaedrischen Kapsid, das ein lineares, 
doppelsträngiges Genom (Abbildung 2) enthält, umgeben von einer Lipiddoppelmembran. 
Das MHV-68-Genom ist etwa 118kbp groß (GC-Gehalt ca. 46%) und wird von multiplen 
Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme des Epstein-Barr Virus; www.bact.wisc.edu/the   
microbialworld/EBV.jpg 
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Kopien einer 1,23kbp langen terminalen Wiederholungssequenz (GC-Gehalt ca. 78%) 
flankiert. Die Anzahl dieser terminalen Wiederholungssequenzen ist variabel [Mistrikova et 
al., 2000]. Die Funktion dieser Sequenzen ist noch unklar, wahrscheinlich übernehmen sie 
eine Rolle beim Schneiden und Verpacken der genomischen DNA beim Zusammenbau des 
Viruspartikels. Die terminalen Wiederholungssequenzen an der 5’-Seite enthalten ein 40bp 
repeat, das 36-mal wiederholt wird und für die Latenz und die virale Genexpression wichtig 
zu sein scheint [Thakur et al., 2007]. Ein über den lytischen Replikationsursprung 
hinausgehender zusätzlicher Replikationsursprung ist in diesem Genomabschnitt ebenfalls zu 
finden [Adler et al., 2007]. Die terminalen Wiederholungssequenzen der 3’-Seite beinhalten 
ein 100bp repeat, das 21-mal wiederholt wird [Thakur et al., 2007].  
Nach der Infektion liegen in latent infizierten Zellen lineare und episomale Kopien des 
Virusgenoms vor [Mistrikova et al., 2000]. Das Genom enthält ca. 80 protein-kodierende 
offene Leseraster (ORFs), von denen der Großteil homolog zu ORFs anderer γ-Herpesviren 
ist [Virgin et al., 1997]. Während der viralen Latenz werden nur 15 Gene exprimiert, die 
Übrigen sind für den lytischen Zyklus relevant. Unter den Latenzgenen befinden sich die 
Gene M1, M2, M3, M4, M7, M8, M9 und M11, welche an der Etablierung der Latenz 
beteiligt sind und gleichzeitig die replikative Vermehrung des MHV-68 unterdrücken (M1). 
Darüber hinaus sind die Gene K3, ORF4, ORF6, ORF50 (G50), ORF72, ORF73 und ORF74 
an der Etablierung der Latenz beteiligt [Marques et al., 2003].  
Abbildung 2: Lineare Genomkarte von MHV-68 (Nash et al, 2001) 
 
1.2 Die Funktion des MHV-68-kodierten Gens G50 
G50, auch Rta (replication and transcription activator) genannt, ist ein immediate-early Gen, 
das die Rolle eines Transaktivators übernimmt. Dieser Transaktivator initiiert die lytische 
Replikation und ist an der Reaktivierung des MHV-68 aus der Latenz beteiligt. Im Vergleich 
zum Epstein-Barr Virus, das während der Reaktivierung des lytischen Zyklus sowohl den 
Transaktivator ZEBRA als auch ein Homolog von Rta exprimiert, ist nur die Expression von 
Rta ausreichend zur Reaktivierung von MHV-68. Es ist kein Homolog zu ZEBRA in MHV-
68 gefunden worden [Wu et al., 2000].  
Virale Onkogene 
Modulatoren der Immunantwort des Wirtes 
Zytokine und Chemokine 
Regulatoren der Apoptose 
Immunogene Membranproteine 
Modulatoren des Zell-Zyklus und der Signaltransduktion 
Latenz-assoziierte Proteine 
Nukleotid-Metabolisums 
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1.3 Intention dieser Arbeit  
Herpesviren spielen eine bedeutende Rolle bei der Pathogenese entzündlicher Erkrankungen 
des Zentralnervensystems (ZNS) im Kindesalter. So können die Herpes-simplex Viren Typ 1 
und 2 (HSV 1 und 2) sowohl bei Neugeborenen als auch bei Kindern und Jugendlichen 
schwer verlaufende Enzephalitiden verursachen [Kimura, 2006]. Das Zytomegalievirus 
(CMV) kann bei einer Primärinfektion der Mutter in der Schwangerschaft eine 
Fehlentwicklung des Gehirns, Blindheit und Taubheit beim Fötus verursachen [Ornoy, 2007]. 
Akute Varizella-Zoster-Virus (VZV)-Infektionen können Enzephalitiden und als Folge davon 
kindliche Schlaganfälle zur Folge haben [Losurdo et al., 2006]. 
Im Verlauf akuter und chronisch aktiver Epstein-Barr Virus (EBV)-Infektionen können 
entzündliche Veränderungen der Blutgefäße (Vaskulitiden) des Zentralnervensystems 
auftreten, die zu lokalisierten Funktionsausfällen mit oder ohne epileptischen Episoden, zu 
generalisierten Enzephalitiden und möglicherweise auch zu Multipler Sklerose führen. Das 
gesamte Krankheitsspektrum, welches EBV bei Kindern hervorrufen kann, ist noch nicht 
vollständig erkannt. So wurde bei Kindern eine EBV-Infektion als Ursache einer 
Temporallappenentzündung, Temporallappensklerose bzw. eines Hydrozephalus neu 
identifiziert [Häusler et al., 2002]. 
Bisher sind die Ursachen für einen neurologisch schwerwiegenden Verlauf aktiver EBV-
Infektionen bei Kindern nicht genau bekannt. Auch der Weg, auf dem das Virus in das Gehirn 
gelangt, ist unbekannt; effektive Therapiemöglichkeiten fehlen. Ein Grund hierfür ist das 
Fehlen eines geeigneten Kleintiermodells. Das in den letzten Jahren gut charakterisierte 
murine Herpesvirus-68 könnte die Alternative sein. MHV-68 ist in der Lage, eine 
lymphoproliferative Erkrankung zu induzieren [Sunil-Chandra et al., 1994] und kann zur 
Bildung verschiedener Autoantikörper führen [Virgin et al., 1999]. Das Auftreten EBV-
induzierter Autoantikörper könnte auch die Ursache für neurologische Symptome und 
Komplikationen bei EBV-Infektion des Menschen sein. Bei direkter intrazerebraler Infektion 
kann MHV-68 die Nervenzellen befallen [Terry et al., 2000]. Darüber hinaus wurde bei T-
Zell-defizienten Mäusen, allerdings ohne die zugrunde liegenden histopathologischen 
Befunde näher zu charakterisieren, eine klinisch-neurologische Beeinträchtigung beobachtet 
[Cardin et al., 1996]. Bei Interferon alpha/beta- bzw. gamma-Rezeptor-defizienten Mäusen 
führt es zu einer Vaskulitis großer Gefäße [Virgin et al., 1999] und bei Apolipoprotein E-
defizienten Mäusen zur Aortensklerose mit Viruspersistenz in der Aorta [Alber et al., 2000]. 
Entzündungen kleiner Gefäße wurden nach intrazerebraler Injektion bei Wildtypmäusen und 
nach nasaler Inokulierung bei Interferon-alpha/beta-Rezeptor-defizienten Mäusen beobachtet 
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[Terry et al., 2000]. Ein naturnäheres Modellsystem besteht nicht.  
Untersuchungen der Forschungsgruppe MHV-68, am Lehr-und Forschungsgebiet Virologie 
am UK Aachen haben gezeigt, dass, durch intranasale Infektion von Mäusen mit MHV-68, 
zerebrale Infektionen möglich sind. Bei neugeborenen Mäusen traten nach der Infektion 
schwere Krankheitssymptome auf. Hydrozephalus und Parenchym-nekrosen wurden 
beobachtet [Häusler et al., 2005]. Damit steht erstmals ein Kleintier-Modellsystem zur 
Untersuchung von Pathogenese und Therapie EBV-assoziierter neurologischer 
Komplikationen zur Verfügung.  
Parallel wurde eine permanente, nicht von Tumorgewebe abgeleitete murine B-Zelllinie, in 
der MHV-68 latent persistiert, generiert (LymphoMHV-68), um Transfektionsversuche und 
pharmakologische Untersuchungen zu ermöglichen [Kuropka, 2004].  
 
1.4 Ziel der Arbeit 
Das Ziel dieser Arbeit ist das Verständnis der Regulation des Transaktivators G50 und der 
Entwicklung verschiedener Therapieoptionen. 
Dabei wird das Modellsystem MHV-68/Maus zur Untersuchung von Pathogenese und 
Therapie von Gamma-Herpesvirus-Infektionen, insbesondere EBV-Infektionen, genutzt.  
Folgende Fragestellungen sollen geklärt werden: 
 
1. Welche Elemente des MHV-68 G50-Promotors sind für die Induktion des lytischen 
Zyklus essenziell? Über welche viralen oder zellulären Faktoren wird der G50-
Promotor reguliert?  
2. Wann, wo und wie dringt MHV-68 nach Inokulation in das ZNS ein und wie 
entwickelt sich die resultierende Immunantwort im Zeitverlauf? Bewirkt die neonatale 
MHV-68-Infektion Langzeitveränderungen im ZNS? Entstehen im Rahmen der 
Primärinfektion Antikörper gegen ZNS-Antigene, die ebenfalls zum ZNS-Schaden 
beitragen können? 
3. Ist die In-vitro-Proliferation der immortalen B-Zellen und die darin stattfindende 
Virusreplikation medikamentös durch Aciclovir, Everolimus, Cyclosporin A, 
Acetylsalicylsäure und Methylprednisolon beeinflussbar? Besteht ein Zusammenhang 
zwischen Cyclosporindosis und verschiedenen Komedikationen und dem Risiko eine 
lymphoproliferative Erkrankung zu entwickeln? 
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2        Material und Methoden 
2.1 Material 
Für die Versuche wurden die im Folgenden aufgeführten Materialien sowie gebräuchliche 
Chemikalien (nicht im Einzelnen aufgeführt) verwendet. Die verwendeten kommerziellen 
Testsysteme und Geräte werden mit Hinweis auf die Herstellerfirmen im Rahmen der 
jeweiligen Methoden angegeben. 
 
2.1.1 Zelllinien 
Zelllinie Quelle 
BHK (Baby-Hamster-Kidney)-21: adhärent 
wachsende MHV-68-freie Zellen, die eine 
lytische, produktive Infektion mit MHV-68 
erlauben [MacPherson et al., 1962] 
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH 
BHK: in Camebridge isoliert; sind eine 
Stammvariante der BHK-21-Zellen; sie 
erlauben bis Passage 17 eine Virustitration 
mittels Plaque-Test 
Division of Virology, Department of 
Pathology, University of Cambridge, Philip 
G. Stevenson 
LymphoMHV-68: MHV-68 positive B-
Lymphozyten aus der Milz einer MHV-68-
infizierten BALB/c-Maus [Kuropka, 2004; 
Engler, persönliche Mitteilung] 
Lehr- und Forschungsgebiet Virologie, UK 
Aachen 
 
2.1.2 Bakterienstämme 
2.1.2.1 E. coli One Shot TOP10 (Invitrogen)  
Genotyp der TOP10-Zellen:  
F- merA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 deoR araD139 ∆(ara-leu)-
7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 
2.1.2.1.2 E. coli One Shot® PIR1 (Invitrogen®) 
Genotyp der PIR1-Zellen: 
F- ∆lac169 rpoS(Am) rob A1 creC510 hsdR514 endA recA1 uidA(∆MluI)::pir - 116 
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2.1.2.2 E. coli XL10-Gold® Ultracompetent Cells (Stratagene) 
Genotyp der XL10-Gold-Zellen: 
Tetr ∆(mcrA)183 ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte 
[F’ proAB lacIqZ∆M15 Tn10 (Tetr) Amy Camr]a 
 
2.1.2.3 E. coli E-Shot™ DH10B™ T1R Electrocomp™ Cells (Invitrogen®) 
Genotyp der DH10B-Zellen: 
F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZ M15 lacX74 recA1 endA1 araD139 (ara, 
leu)7697 galU galK - rpsL nupG tonA 
 
2.1.2.4 E. coli DH5alpha 
Genotyp der DH5alpha-Zellen: 
F'phi80dlacZ delta(lacZYA-argF)U169 deoR recA1 endA1 hsdR17 (rk-, m k+) phoA supE44 
lambda-thi-1 gyrA96 relA1/F' proAB+ lacIqZdeltaM15 Tn10(tetr) 
 
2.1.3 Hefestämme 
2.1.3.1 Saccharomyces cerevisiae Y187 
Genotyp der Y187-Zellen: 
MATα, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901,leu2-3, 112, gal4 , met-, gal80 , MEL1, 
URA3::GAL1UAS-GAL1TATA-lacZ 
 
2.1.4 Vektoren 
2.1.4.1 pGlowTOPO® (Invitrogen®) 
Der Vektor pGlowTOPO (Abbildung 3) ist ein Reportergen-Vektor, der zur Klonierung eines 
PCR-Produktes geeignet ist. Der Klonierungsstelle ist das grün-fluoreszierende-Protein 
(GFP) nachgeschaltet, welches durch einen einklonierten Promotor exprimiert werden kann. 
Mit solchen Vektoren transfizierte Zellen exprimieren das GFP und entwickeln so eine grüne 
Fluoreszenz, die man z.B. durchflusszytometrisch (FACS, 2.2.4.2) messen kann. Der Vektor 
enthält ein Ampicillin-Resistenzgen als Selektionsmarker. 
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Abbildung 3:Vektorkarte von pGlowTOPO® (Invitrogen®) 
 
2.1.4.2 pcDNA3.1/V5-His-Topo (Invitrogen®) 
Der Vektor pcDNA3.1/V5-His-Topo (Abbildung 4) ist ein Expressionsvektor, in den ein 
offenes Leseraster kloniert werden kann. Die Expression des offenen Leserasters findet mit 
Hilfe des starken CMV-Promotors statt. Der Vektor enthält ein Ampicillin-Resistenzgen. 
 
Abbildung 4: Vektorkarte von pcDNA3.1/V5-His-TOPO® (Invitrogen®) 
 
2.1.4.3 pHIS2 (Clontech) 
pHIS2 (Abbildung 5) ist ein Reportergenvektor, der für Yeast One Hybrid-Versuche benutzt 
wird. Mit diesem Vektor können DNA-bindende Proteine identifiziert und charakterisiert 
werden. Der Klonierungsstelle sind das HIS3-Gen und der minimale Promotor des HIS3-Gens 
zur Selektion in Saccharomyces cerevisiae nachgeschaltet. Der Vektor enthält ein 
Kanamycin-Resistenzgen zur Selektion in E. coli. 
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Abbildung 5: Vektorkarte von pHIS2 (Clontech) 
 
2.1.4.4 pGADT7-Rec2 (Clontech) 
pGADT7Rec2 (Abbildung 6) ist ein Klonierungsvektor, der in Hefesystemen zur Expression 
einer Protein/GAL4-Aktivierungsdomäne-Fusion genutzt werden kann. Dieser Vektor ist ein 
shuttle-Vektor, der sowohl in Hefen als auch in Bakterien genutzt werden kann. Zur Selektion 
in Bakterien trägt dieser Vektor ein Ampicillin-Resistenzgen.  
 
                             
Abbildung 6: Vektorkarte von pGADT7-Rec2 (Clontech) 
 
2.1.4.5 pGlowG50Prom (Kuropka, 2004) 
Der Vektor pGlowG50Prom basiert auf dem Vektor pGlowTOPO (Abbildung 3, 2.1.4.1). In 
die Klonierungsstelle ist der G50-Promotor (1170 bp, Bereich 65586-66756) aus MHV-68 
einkloniert. Dieser Vektor wird für Transfektionen mit LymphoMHV-68-Zellen genutzt. 
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2.1.4.6 pGlowG50 (Engler, 2002, persönliche Mitteilung) 
Der Vektor pGlowG50 basiert auf dem Vektor pGlowTOPO (Abbildung 3, 2.1.4.1). In die 
Klonierungsstelle ist ein Teil des Gens G50 (Primer G50b-5’ und G50b-3’, 2.1.5.1) aus 
MHV-68 einkloniert. Dieser Vektor dient als Positivkontrolle für G50-spezifische nested-
PCRs und real-time PCRs. 
 
2.1.4.7 pGlowG50ND6 (Kuropka, 2004) 
Der Vektor pGlowG50 basiert auf dem Vektor pGlowTOPO (Abbildung 3, 2.1.4.1). In die 
Klonierungsstelle ist ein Teil des Gens G50 (-135bp vor dem ATG) aus MHV-68 einkloniert. 
Dieser Vektor dient zur Klonierung der für die Mutagenese ausgewählten Bereiche des G50-
Promotors aus MHV-68. 
 
2.1.5 Primer und Hybridisierungssonden  
Die Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma-Aldrich in entsalzter Form bezogen. 
Die Mutageneseprimer wurden HPLC-gereinigt bestellt. Hybridisierungssonden für die real-
time PCR mit dem LightCycler stammten von der Firma TIB Molbiol. 
 
2.1.5.1 Oligonukleotide 
Oligonukleotide zur Amplifikation von MHV-68-spezifischen Genen 
Name Sequenz und Funktion Größe 
G50a-5` 
G50a-3’ 
5’- CCCACCAGACTGTGTACCCAGC-3’ 
5’-CCGCCCATAGCTGAGTTGG-3’ 
Voramplifikation von G50 
498bp 
G50b-5’ 
G50b-3’ 
5’-AAAAGTTCTGCATCCCAGACCC-3’ 
5’-AGGGCTAATGGGTGAAAATGGC-3’ 
nested-PCR von G50 
293bp 
ORF6a-5’ 
ORF6a-3’ 
5’-AGAGCTACTACACCAACGTG-3’ 
5’-TCACGTACAGGACAGAGTTG-3’ 
Voramplifikation von ORF6 
387bp 
ORF6b-5’ 
ORF6b-3’ 
5’-CCAAGCTGTGCGCATTCGAGA-3’ 
5’-GAGGACTTGAGCGTGGACGTG-3’ 
nested-PCR von ORF 6 
340bp 
M2a-5` 
M2a-3’ 
5’-TCGAGCCAGAGTCCAACATCAT-3’ 
5’-CAAAATCCAGTGCTATGGGGTG-3’ 
Voramplifikation von M2 
379bp 
M2b-5´ 
M2b-3’ 
5’-TAAGGACCTCGTAGAGATTGGC-3’ 
5’-ACGTTAAAGTCCCCATGGAAGC-3’ 
nested-PCR von M2 
144bp 
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M3a-5’ 
M3a-3’ 
5’-TGGCACTCAAACTTGGTTGTGG-3’ 
5’-TAACAGGCAGATTGCCATTCCC-3’ 
Voramplifikation von M2 
381bp 
M3b-5` 
M3b-3’ 
5’-ATTCTTCAGAGATGGCGCCAAG-3’ 
5’-TCTTATGTGGATGTGGGCATGC-3’ 
nested-PCR von M3 
133bp 
M7a-5’ 
M7a-3’ 
5’-GTCCGATCCCACCACCTCAG-3’ 
5’-CGGACTGTCAGCGGTTTCAGG-3’ 
Voramplifikation von M7 
487bp 
M7b-5’ 
M7b-3’ 
5’-CCACCTCCAATGCAGATGTTTC-3’ 
5’-ATTTTGGGAAGGGGTGGTTG-3’ 
nested-PCR von M7 
128bp 
ORF25a-5’ 
ORF25a3’ 
5’-GAAGACTATAACGTCAGCTCTCCAGTTTG-3’ 
5’-AGCAGTCACAACATTCCCTC-3’ 
Voramplifikation von ORF25 
481bp 
ORF25b-5’ 
ORF25b-3’ 
5’-GCCCTCGAGCGAGGCCTTAT-3’ 
5’-GGACGAGGTTGCCTGACCAAC-3’ 
nested-PCR von ORF25 
384bp 
ORF27a-5’ 
ORF27a-3’ 
5’-TTGTATGGTACTTTGGCAGAG-3’ 
5’-GAAGAGTAGTCCTATAATCAG-3’ 
Voramplifikation von ORF27 
308bp 
ORF27b-5’ 
ORF27b-3’ 
5’-GGAGACTCTATATTGGCTGGGAGA-3’ 
5’-CATAGCTTCCATTGTAATTTGTAAAA-3’ 
nested-PCR von ORF27 
266bp 
ORF57a-5’ 
ORF57a-3’ 
5’-CGGTAGGGAGTTGCCCACTG-3’ 
5’-GTGTCAGCTGAGGGTCCCTG-3’ 
nested-PCR von ORF57 
387bp 
ORF57b-5’ 
ORF57b-3’ 
5’-ACATACTCATGTCTACTTCAG-3’ 
5’-TACACGTGTTCTCAGAGTG-3’ 
nested-PCR von ORF57 
242bp 
ORF50 5’ 
ORF50 3’ 
5’-GATGGCCTCTGACTCGGATTC-3’ 
5’-GTTGAGGGTTTTATAGCGTCACTT-3’ 
Amplifikation des gesamten ORF von G50 
2707bp 
 
Oligonukleotide zur Analyse des G50-Promotors 
Name Sequenz und Funktion Größe 
Box1Kpna 5’ 
Box1Spea 3’ 
5’-CGGGGTACCCCGCAGGGATTCAGCCAACAATTC-3’ 
5’-CCAGCTTTTACAGTGGATGAAAGGACTAGTCC-3’ 
Anfügen von Schnittstellen an den G50-Promotor-Bereich Box1 
108bp 
Box2Kpna 5’ 
  Box3Spea 3’ 
5’-CGGGGTACCCCGGAGGCTGGGAAGTTATGAAAAA-3’ 
5’-CAGCAGGTTTCAATTCTCATGGGGACTAGCC-3’ 
Anfügen von Schnittstellen an den G50-Promotor-Bereich Box2 
256bp 
Box2Kpnb 5’ 
Box3Speb 3’ 
5’-CGGGGTACCCCGGGGAAGTTATGAAAAAATAGAGCTGGC-3’ 
-CAGCAGGTTTCAATTCTCATGGGGACTAGCC-3’ 
Anfügen von Schnittstellen an den G50-Promotor-Bereich Box2 
248bp 
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Box2Kpnc 5’ 
Box3Spec 3’ 
5’-CGGGGTACCCCGGCTGGCACACAAAGAAGGCAG-3’ 
5’-CATCTGACAGAGAAAAGGAACAGGGACTAGTCC-3’ 
Anfügen von Schnittstellen an den G50-Promotor-Bereich Box2 
135bp 
Box3Kpna 5’ 
Box3Spea 3’ 
5’-CGGGGTACCCCGGAGAAGGGCAGGCACATAAC-3’ 
5’-CAGCAGGTTTCAATTCTCATGGGGACTAGCC-3’ 
Anfügen von Schnittstellen an den G50-Promotor-Bereich Box3 
124 bp 
Box3Kpnb 5’ 
Box3Speb 3’ 
5’-CGGGGTACCCCGGGCACATAACAAAATTCCCTGG-3’ 
5’-CTCATGGTCACATCTGACAGAGGGACTAGCC-3’ 
Anfügen von Schnittstellen an den G50-Promotor-Bereich Box3 
131bp 
Box3Kpnc 5’ 
Box3Spec 3’ 
5’-CGGGGTACCCCGCCCTGGAATCATGAGTTTTTTAG-3’ 
5’-CATCTGACAGAGAAAAGGAACAGGGACTAGTCC-3’ 
Anfügen von Schnittstellen an den G50-Promotor-Bereich Box3 
124bp 
Box1AP1 5’ 
Box1AP1 3’ 
5’-GTTCTCACAACTGCATGAATATTCTATCAGATCC-3’ 
5’-GGATCTGATAGAATATTCATGCAGTTGTGAGAAC-3’ 
Mutageneseprimer 
108bp 
Box1Oct-1 5’ 
Box1Oct-1 3’ 
5’-GTTCTCACAGTCAATGCCGCTTCTATCAGATCC-3’ 
5’-GGATCTGATAGAAGCGGCATTGACTGTGAGAAC-3’ 
Mutageneseprimer 
108bp 
Box2ICSBP 5’ 
Box2ICSBP 3’ 
5’-CACCTCATTACAGTTTCAGGCGCAGGCCATTTATG-3’ 
5’-CATAATGGCCTGCGCCTGAAACTGTAATGAGGTG-3’ 
Mutageneseprimer 
256bp 
Box2SRF 5’ 
Box2SRF 3’ 
5’-CAGTTTTCATTTTCAGGGGGTTATGAACAGAAGGC-3’ 
5’-GCCTTCTGTTTCATAACCCCCTGAAAATGAAAACTG-3’ 
Mutageneseprimer 
256bp 
Box3C/EBPalp5’ 
Box3C/EBPalp3’ 
5’-GAAAGATTCTTAAGTATGTTGGGGATTTCTCATACTGTTCC-3’ 
5’-GGAACAGTATGAGAAATCCCCAACATACTTAAGAATCTTTC-3’ 
Mutageneseprimer 
124bp 
Box3GR 5’ 
Box3GR3’ 
5’-GTATGTTCATAATTTCTCATAGTGCTTCCTTTTCTCTGTCAG-3’ 
5’-CTGACAGAGAAAAGGAAGCACTATGAGAAATTATGAACATAC-3’ 
Mutageneseprimer 
124bp 
 
Oligonukleotide für das Yeast One Hybrid-System 
Name Sequenz und Funktion Größe 
ADLD 5’ 
ADLD 3’ 
5’-CTATTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCC-3’ 
5’-GTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACGAT-3’ 
Amplifikation der transformierten ORFs im Yeast One Hybrid-System 
 
unterschiedlich 
LD-Primer5’ 
LD-Primer3’ 
5’-TTCCACCCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGG-3’ 
5’-GTATCGATGCCCACCCTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACA-3’ 
cDNA-Synthese im Rahmen des Yeast One Hybrid-Systems 
unterschiedlich 
YOHBox15’ 
YOHBox13’ 
5’-CCCGCCCGAATTCTCACAGTC-3’ 
5’-CCCGCCCCTCGAGCTTATAAG-3’ 
Amplifikation der Triple-Box im Yeast One Hybrid-System 
63bp 
YOHBox25’ 
YOHBox23’ 
5’-GAATTCGTTTTCATTTTCAGGC-3’ 
5’-CTCGAGGTATTTACCGGAC-3’ 
Amplifikation der Triple-Box im Yeast One Hybrid-System 
72bp 
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YOHBox35’ 
YOHBox33’ 
5’-GAATTCGTATGTTCÁTAAATTTC-3’ 
5’-CTCGAGTTTTCCTTGACAT-3’ 
Amplifikation der Triple-Box im Yeast One Hybrid-System 
114bp 
Hspa5’ 
Hspa3’ 
5’-GTGACTCTCGAGTCATGATGAAGTTCACTGTGGTGGCG-3’ 
5’-GTGACTAAGCTTTCCTACAACTCATCTTTTTCTGATGTATC-3’ 
Amplifikation des ORF des Gens Hspa, das als Bindungspartner im Yeast One Hybrid-System 
gefunden wurde 
1968bp 
CArg box 5’ 
CArg box 3’ 
5’-GTGACTCTCGAGTCATGGAGACGACGGGCGCCACC-3’ 
5’-GTGACTCTTAAGTTCAGTATGGCTTGTAGTTATTCTGATG-3’ 
Amplifikation des ORF des Gens CArg box, das als Bindungspartner im Yeast One Hybrid-
System gefunden wurde 
831bp 
Klf6 5’ 
Klf6 3’ 
5’-GTGACTCTCGAGTCATGAAACTTTCACCTGCGCTCCCG-3’ 
5’-GTGACTCTTAAGTTCAGAGGTGCCTCTTCATGTGCAG-3’ 
Amplifikation des ORF des Gens Klf6, das als Bindungspartner im Yeast One Hybrid-System 
gefunden wurde 
957bp 
 
Oligonukleotide für die Analyse des Transkriptionsstartes von G50 
Name Sequenz und Funktion Größe 
RACE1neuATG 5’-GTCAGAAACAGCCTGTCTGTGG-3’ 
Herstellung spezifischer G50-cDNA für RACE 
403bp 
RACE2neuATG 5’-CCCAGACATTGTAGAAGTTCAGG-3’ 
Amplifikation spezifischer G50-cDNA 
271bp 
RACE3neuATG 5’-GACATACTGCAGAGCATTCAAACC-3’ 
Amplifikation spezifischer G50-cDNA 
171bp 
Oligo-dT-Anchor (Roche) 5’-GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTTT-3’ 
 2. Stramg-cDNA-Synthese im Rahmen des RACE 
unterschiedlich 
PCRAnchor (Roche) 5’-GACCACGCGTATCGATGTCGAC-3’ 
Amplifikation der cDNA im Rahmen des RACE 
unterschiedlich 
T7 Promotor 5’ 5`-TAATACGACTCACTATAGGG-3` 
Sequenzierungsprimer 
 
 
2.1.5.2 Hybridisierungssonden 
Name Sequenz 
G50-Sonde 5’ 
G50-Sonde 3’ 
5’-LC-Red640-GCTCGGCCAGAGACCACTTAT-PH-3’ 
5’-TCTTTTCAGGACTGTCTCCGAG-FL-3’ 
 
2.1.6 Antikörper 
Kaninchen-Anti-MHV-68     Prof. A. Nash, Edinburgh; 
Schottland 
Swine-Anti-Rabbit Immunglobulins     
FITC-conjugated      Dako, Glostrup, DK 
Schaf-Anti-Digoxigenin-Fluorescein,  
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Fab Fragmente (gentechnisch hergestellt)    Roche, Mannheim 
Ziege-Anti-Mausimmunglobulin     Dako, Glostrup, DK 
Anti-Kaninchen-Anti-Ziege FITC    Dako, Glostrup, DK 
Ziege-Anti-Human-IgM     Dako, Glostrup, DK 
Kaninchen-Anti-GFP      USBiological, USA 
Anti-Kaninchen-Anti-Ziege HRP    Dako, Glostrup, DK 
 
2.1.7 Enzyme 
Antarctic Phosphatase (5U/µl)    New England BioLabs, Frankfurt 
Bam HI       MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Bgl II        MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
DNase I       Roche, Mannheim 
Eco RI        MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Hae III       MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Hind III       MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Lyticase von Arthrobacter luteus                                          Fluka, Schweiz 
MMLV Reverse Transkriptase                                              MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Protease       Qiagen, Hilden 
RNase Inhibitor      Roche, Mannheim 
RNase H       MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Sac I        MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Sensiscript-RNaseH Reverse Transcriptase (200U/µl) Invitrogen®, Karlsruhe 
T4-Ligase (1U/µl)      Roche, Mannheim 
T4-Quick Ligase (2000U/µl)     New England BioLabs, Frankfurt  
T4-Ligase (400U/µl)      New England BioLabs, Frankfurt  
T4-Polynukleotidkinase (10U/µl)    MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Terminale Transferase TdT (20U/µl)   MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Xho I         MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
  
2.1.8 Chemikalien  
3-Aminotriazol      Fluka, Schweiz 
Acetylsalicylsäure      Bayer, Leverkusen 
Aciclovir    GlaxoSmithKline GmbH&Co.KG,  
    München 
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Acrylamid/bis-Acrylamid 30%    Sigma, Steinheim 
Adeninhemisulfat      Sigma, Schelldorf 
Agar        Merck, Darmstadt 
Ammoniumpersulfat      Sigma, Steinheim 
Ampicillin       Roche, Mannheim 
ß-Mercapthoethanol      Fluka, Schweiz 
Bromphenolblau      Merck, Darmstadt 
BSA        PAA, Österreich 
Carboxymethylcellusose, low viscosity    Sigma, Schnelldorf 
Carboxymethylcellusose, high viscosity    Sigma, Schnelldorf 
Cyclosporin A      Novartis, Schweiz 
Deoxynucleosid Triphosphate Set    Roche, Mannheim 
DifcoTM Hefeextrakt      BD Biosciences, Heidelberg 
DifcoTM Yeast Nitrogen Base ohne Aminosäuren  BD Biosciences, Heidelberg  
DNA-Molecular Weight Marker X (0,07-12,2 kbp)  Roche, Mannheim 
DNA-Molecular Weight Marker XIV (100 bp)  Roche, Mannheim 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (4,5g/l Glukose) Sigma, Taufkirchen 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (1g/l Glukose) Cambrex, Belgien 
Eindeckmedium      BAG, Lich 
Ethidiumbromid (10 mg/ml)     Sigma, Steinheim 
Evans Blue       Sigma, Deisenhofen  
Everolimus       Novartis, Schweiz 
Fetales Kälberserum (FKS)     Biochrom KG, Berlin 
Glukose       Sigma, Schnelldorf 
Kanamycin       Sigma, Steinheim 
Kristallviolettlösung (10%)     Apotheke, UK Aachen 
L-Glutamin (Stammlösung 200mM)    Sigma, Taufkirchen 
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)    Sigma, Taufkirchen 
Methylprednisolon (Urbanoson® solubile forte)  sanofi aventis, Frankfurt am Main 
Minimum Essential Medium Eagle    Sigma Taufkirchen 
Nicht essenzielle Aminosäuren 100x (NEA)  Biochrom KG, Berlin 
Penicillin (200 mM)-Streptomycin (1 mg/ml)-Lösung Sigma, Taufkirchen 
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1)   Applichem, Darmstadt 
RPMI 1640 Medium      Sigma, Taufkirchen 
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Trypsin        PAA Laboratories, Pasching 
TPA (5µg/ml)       Sigma, Schnelldorf 
 
2.1.9 Zellkulturmedien 
LymphoMHV-68: 
Supplemente für das RPMI-1640-Medium: 
Fetales Kälberserum (FKS)                                            10% 
Penicillin(200mM)-Streptomycin(1mg/ml)-Lösung        2% 
L-Glutamin (Stammlösung 200mM)                                2% 
Nicht essenzielle Aminosäuren (100x)                          0,2% 
 
BHK-21: 
Supplemente für das Minimum Essential Medium Eagle: 
Fetales Kälberserum (FKS)                                              5% 
Penicillin(200mM)-Streptomycin(1mg/ml)-Lösung        2% 
Nicht essenzielle Aminosäuren (100x)                          0,2% 
 
BHK (Cambridge): 
Supplemente für das Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (4,5g/l Glukose):  
Fetales Kälberserum (FKS)                                            10% 
Penicillin(200mM)-Streptomycin(1mg/ml)-Lösung        2% 
L-Glutamin (Stammlösung 200mM)                                2% 
Nicht essenzielle Aminosäuren (100x)                          0,2% 
 
2.1.10 Lösungen 
1x PBS (pH 7,2): 
 
NaCl  
KCl 
Na2HPO4 
K2HPO4 
 
 
140mM 
    3mM 
  10mM 
    2mM 
1,1x TE/Lithiumacetat-
Puffer: 
 
10x TE 
1M Lithium-Acetat 10x 
Steriles Aqua bidest.  
 
 
 
      1,1ml 
      1,1ml 
      7,8ml 
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1x TE :  
 
1M Tris (pH 7,0) 
0,5M ETDA (pH 8,0) 
Aqua bidest. 
- autoklavieren 
 
 
         10ml 
           2ml 
ad 1000ml 
 
PEG/Lithium-Acetat-
Puffer: 
 
50% PEG 
10x TE 
1M Lithium-Acetat 10x 
 
 
 
       8ml 
       1ml 
       1ml 
20% SDS: 
 
SDS 
Aqua bidest. 
- bei 68°C klären 
- mit HCl auf pH 7,2 
einstellen 
 
 
            20g 
 ad 1000ml 
 
20x SSC (pH 7,0): 
 
NaCl 
Natriumcitrat x 2H2O 
 
 
 
     3,0M 
     0,3M  
 
10M Ammoniumacetat: 
 
Ammoniumacetat 
Aqua bidest. 
 
 
  77,08g 
1000ml 
Paraformaldehydlösung 
4%: 
 
Paraformaldehyd 
in 1x PBS pH 7,6  
 
 
 
 
        4% 
1x TAE : 
 
Tris 
Essigsäure 
EDTA (pH 8,0) 
 
 
 
 
40mM 
40mM 
  1mM 
 
 
 
      
0,5x TBE : 
 
Tris (Trizma)  
Borsäure  
EDTA   
   
Ethidiumbromid 
(10mg/ml) 
 
 
       45mM 
45mM 
1mM 
 
        10µl/l 
0,8%-iges TAE-Gel: 
 
Agarose   
TAE-Puffer (1x)  
Ethidiumbromid (10mg/ml) 
 
 
            4g 
 ad 500ml 
          5µl 
YPDA-Mediums 
(Agar): 
 
Pepton  
Hefeextrakt  
0,2% Adeninhemisulfat  
(Agar) 
- pH 6,5 
- Autoklavieren 
- 40%-ige Glukoselösung 
 
 
 2,0% (w/v) 
 1,0% (w/v) 
1,5% (v/v) 
2,0% (w/v) 
 
 
     5ml 
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1,5%-iges TBE-Gel: 
 
Agarose   
TBE-Puffer (0,5x)  
Ethidiumbromid (10mg/ml) 
 
 
        7,5g 
 ad 500 l 
         5µl 
BSA-Lösung:  
 
BSA 
4xSSC/0,2% Tween 20 
 
 
 
      5% 
100 ml 
 
Ladepuffer: 
 
Ficoll Polymer 
Bromphenolblau 
Xylencyanol  
EDTA  
 
 
   10% (w/v) 
 0,25% (w/v) 
 0,25% (w/v) 
 0,25M 
Zitratlösung:  
 
0,1M Zitronensäure 
0,1M Natriumzitrat 
Aqua bidest 
 
 
 
      2,7ml 
    12,3ml 
ad 300ml 
LB-Medium (pH 7,0): 
 
NaCl 
Pepton 
Hefeextrakt 
 
 
1,0% (w/v) 
1,0% (w/v) 
0,5% (w/v) 
Serumblock: 
 
Normalserum  
Triton 
in Antibodydiluent 
 
 
 
        3% 
     0,5% 
 
 
SOC-Medium: 
 
Bactotrypton 
Hefeextrakt 
NaCl    
KCl    
MgCl2 
MgSO4 
Glukose 
 
 
 
   2,0% 
  0,5% 
10mM 
25mM 
10mM 
10mM 
20mM 
 
Antibodydiluent: 
 
BSA 
in 1 x PBS pH 7,4 
 
 
 
          1% 
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NZY+-Boullion: 
 
NZ Amine (Casein 
Hydrolase) 
Hefeextrakt 
NaCl  
Aqua bidest. 
• pH mit NaOH auf 7,5    
• einstellen 
• autoklavieren 
• anschließend 
sterilfiltrierte 
Supplemente hinzu: 
MgCl2 1M 
MgSO4 1M 
Glucose 2M 
 
 
 
              
              10g 
               5g 
              5g 
ad 1000ml 
 
 
 
 
 
 
12,5ml 
12,5ml 
   10ml 
 
DAB: 
 
DAB 
DAB-Diluent (ABC-Kit) 
sterilfiltrieren 
H2O2  
 
 
 
      25mg 
       50ml 
 
         5µl 
 
HEPES-Puffer: 
 
HEPES 
pH 7,0 
autoklavieren und bei 4°C 
lagern 
 
 
1mM 
 
endogener 
Peroxidaseblock: 
 
H2O2   
Leitungswasser  
 
 
 
         6ml 
ad 180ml 
1M 3-Aminotriazol: 
 
3-Aminotriazol 
Aqua bidest 
-Sterilfiltrieren 
- Lagerung bei 4°C 
- Haltbarkeit 3 Monate 
 
 
 
8,408g 
 100ml 
 
0,2%-iger Zitratpuffer: 
 
0,1M Zitronensäure 
0,1M Natriumzitrat 
Aqua dest. 
 
 
 
         9ml 
       41ml 
ad 500ml 
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SD/-His/-Trp/-Leu-Lösung: 
 
Yeast Nitrogen Base ohne 
Aminosäuren 
Aqua bidest 
10xDO/-His/-Trp/-Leu  
pH 5,8 
- autoklavieren, dann 
- 40%-ige Glukose  
- 1M 3-Amiotriazol zufügen 
- Lagerung bei 4°C 
 
 
 
     
    3,35g 
402,5ml 
     50ml 
 
 
    25ml 
 22,5ml 
SD/-His/-Trp/-Leu-
Agar: 
 
Yeast Nitrogen Base ohne 
Aminosäuren 
Aqua bidest  
10xDO/-His/-Trp/-Leu  
pH 5,8 
Agar 
- autoklavieren 
- vor dem Gießen  
  40%-ige Glukose und 
- 1M 3-Aminotriazol   
   zufügen 
Es wurden verschiedene 
Platten angesetzt: 
1. SD/-His/-Trp 
2. SD/-Trp 
3. SD/-Leu 
4. SD/-Trp/-Leu 
Der Unterschied bestand 
nur in der 
Zusammensetzung des 
10xDO. 
 
 
 
     
 
    3,35g 
402,5ml 
     50ml 
 
      10g 
 
 
    25ml 
 22,5ml 
 
2.2 Methoden 
 
2.2.1 Kultivierungsmethoden 
2.2.1.1 Kultivierung von Bakterien 
Die Bakterien (2.1.2) wurden bei 37°C und 155rpm über Nacht in 200ml flüssigem Luria-
Bertani-(LB)-Medium (2.1.10) angezüchtet. Zu Selektionszwecken wurde dem Medium 
Ampicillin mit einer Endkonzentration von 100mg/ml hinzugegeben. 
Um die Bakterien länger lagern zu können, wurden Kryokulturen angelegt. Dazu wurden 
800µl einer über Nacht gewachsenen Kultur mit 200µl sterilem Glycerin in einem 
Kryoröhrchen gemischt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die weitere Lagerung 
erfolgte bei -70°C. 
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2.2.1.2 Kultivierung von Hefen 
Die Hefen (2.1.3.1) wurden bei 30°C und 155rpm über Nacht in 50ml flüssigem YPDA-
Medium (2.1.10) kultiviert.  
 
2.2.1.3 Kultivierung von LymphoMHV-68-Zellen 
Die Zelllinie LymphoMHV-68 (2.1.1) ist eine in Suspension wachsende Zelllinie. Die Zellen 
wurden in Aliquots zu 1ml auf neue 50ml Zellkulturflaschen (Greiner Labortechnik, 
Frickenhausen) verteilt, die mit 9ml frischem supplementierten RPMI (2.1.9) befüllt worden 
waren. Die Kultivierung fand bei 37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit statt. Die 
Subkultivierung erfolgte alle 7 Tage. 
 
2.2.1.3.1 Kultivierung von BHK-21-Zellen und BHK-Zellen  
Die Zelllinien BHK-21 und BHK (2.1.1.) sind adhärent wachsende Zelllinien. Daher mussten 
die Zellen vor der Subkultivierung vom Boden der Zellkulturflasche (Greiner Labortechnik, 
Frickenhausen) gelöst werden. Dies geschah durch die Protease Trypsin, die die 
Adhäsionsfaktoren der Zellen abdaut. Das Kulturmedium der Zellen wurde dazu aus den 
Zellkulturflaschen entfernt und durch 2ml 0,25%ige Trypsin-Lösung ersetzt. Die Lösung 
wurde durch Schwenken der Kulturflasche über die Zellen verteilt. Nach 30 Sekunden 
Einwirkzeit wurde die Lösung abgeschüttet. Es folgte eine 10-minütige Inkubation bei 37°C, 
5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit. Dadurch lösten sich die Zellen vom Boden der 
Kulturflasche ab und konnten durch Klopfen mit dem Handballen gegen die Kulturflasche 
vollständig gelöst werden. Die Zellen wurden in 10ml frischem supplementierten Minimum 
Essential Medium Eagle (BHK-21) oder in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (BHK) 
aufgenommen und in Aliquots zu 1ml auf neue 50ml Zellkulturflaschen (Greiner 
Labortechnik, Frickenhausen) verteilt, die mit 9ml frischem supplementierten MEM oder 
DMEM befüllt worden waren. Die Kultivierung fand bei 37°C, 5% CO2 und 90% 
Luftfeuchtigkeit statt. Die Subkultivierung erfolgte alle 3-4 Tage. 
 
2.2.1.4 Einfrieren von Zellen 
Der Inhalt gut bewachsener Zellkulturflaschen wurde auf zwei Zentrifugenröhrchen verteilt 
und für 5 Minuten bei 1700rpm zentrifugiert (Labofuge; Heraeus Christ, Osterode). Das 
entstandene Zellpellet wurde in 1ml Lösung A resuspendiert. Zu dieser Zellsuspension wurde 
1ml Lösung B hinzupipettiert, vorsichtig gemischt und in Kryoröhrchen überführt. Die Zellen 
wurden in einem Styroporbehälter bei -70°C für 24 Stunden eingefroren. Die weitere 
 Material und Methoden 22   
Lagerung erfolgte in flüssigem Stickstoff. 
 
Einfrierlösungen für 10 Gefäße:  
 
Lösung A: Medium ohne Supplemente 7,5ml 
  FKS    2,5ml 
 
Lösung B: Medium ohne Supplemente 5,5ml 
  FKS    2,5ml 
  DMSO      2ml 
 
2.2.1.5 Quantifizierung von Mammalia-Zellen 
Die Quantifizierung von Mammalia-Zellen erfolgte durch den CASY 1 (Schärfe System, 
Reutlingen). Beim Durchtritt durch die Messkapillare verdrängen die Zellen eine bestimmte 
Menge an Elektrolytlösung, die ihrem Volumen entspricht. Dies führt zu einer 
Widerstandsänderung und ist ein Maß für das Volumen der Zellen. Tote Zellen können mit 
dem CASY 1 von lebenden unterschieden werden, da sie einen anderen Widerstand 
aufweisen. Die Voraussetzung für dieses Messverfahren ist, dass die Zellen die Messkapillare 
einzeln passieren. Die Zellsuspension wurde für die Messung in 10ml isotonischer Salzlösung 
CASYton (Schärfe System, Reutlingen) 1:200 verdünnt. 
 
2.2.2 Plaque-Test 
Für den Plaque-Test wurde eine Carboxymethylcellulose-Lösung (CMC) hergestellt. Dazu 
wurden 30ml 1x PBS mit 20ml Aqua bidest. gemischt. In diese Lösung wurde 0,75g 
Carboxymethylcellusose, low viscosity hinein geschüttet, anschließend vorsichtig 0,75g 
Carboxymethylcellulose, high viscosity drüber gestreut. Dieser Ansatz wurde über Nacht im 
37°C-Bruthaus inkubiert. Am nächsten Tag wurde die CMC-Lösung 15 Minuten bei 121°C 
und 1bar Druck autoklaviert, nach dem Autoklavieren alle noch vorhandenen Klümpchen 
durch Schütteln gelöst. Nach dem Abkühlen wurden 250ml supplementiertes DMEM-
Medium (2.1.9) hinzugegeben. Die Lösung wurde bei 4°C gelagert. 
Am nächsten Tag wurden 2*105 BHK-Zellen (in 1ml)/Kavität einer 6-Lochplatte (Costar, 
Bodenheim) ausgesät und für 4 Stunden bei 37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit 
inkubiert. Nach der Inkubation und dem Festsetzen der Zellen wurden MHV-68-Virus-
Verdünnungen von 1:10-1:1010 in supplementiertem DMEM hergestellt. Von diesen 
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Verdünnungen wurde jeweils 1ml/Kavität zu den entsprechenden Kavitäten pipettiert. Es 
folgte eine Inkubation für 2 Stunden bei 37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit. Eine halbe 
Stunde vor Ablauf der Inkubation wurde die CMC-Lösung bei 37°C schüttelnd aufgewärmt 
und anschließend die Kavitäten mit 2ml warmer CMC-Lösung mit einer Pipette überschichtet. 
Die 6-Lochplatte wurde 4 Tage bei 37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Dabei 
war zu beachten, dass die Platten auf keinen Fall bewegt werden durften. Nach 4 Tagen wurde 
die CMC-Lösung mit einer 5ml-Pipette abgenommen, die Kavitäten mit 1ml 4%iger 
Paraformaldehydlösung (in PBS) versetzt und für 15 Minuten bei 37°C, 5% CO2 und 90% 
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Anschließend wurde das Paraformaldehyd entfernt und die 
Kavitäten mit 1ml 1%iger Kristallviolettlösung für 10 Minuten bei Raumtemperatur gefärbt. 
Die Kristallviolettlösung wurde aus den Kavitäten entfernt. Die Auswertung erfolgte 
makroskopisch. 
 
Die Wirkung folgender Substanzen wurde untersucht: 
1. Everolimus (RAD): 0,2nM, 0,4nM, 0,8nM, 1nM, 1,4nM und 1,6nM 
2. Cyclosporin A (CsA): 10ng/ml, 50ng/ml, 100ng/ml, 200ng/ml, 500ng/ml und 
1000ng/ml 
3. Acetylsalicylsäure: 1mM, 2,5mM, 5mM, 10mM und 20mM 
4. Methylprednisolon: 1µg/ml, 5µg/ml, 10µg/ml, 50µg/ml, 250µg/ml und 1000µg/ml  
5. Aciclovir:1µg/ml, 5µg/ml, 10µg/ml, 50µg/ml, 100µg/ml und 250µg/ml 
 
Die hier verwendeten Konzentrationen beziehen sich auf Standard-Konzentrationen aus der 
Literatur, deshalb werden einerseits die molaren Konzentrationen und andererseits die 
Angaben in g/l verwendet. 
 
2.2.3 Molekularbiologische Methoden 
2.2.3.1 Isolierung von Gesamt-DNA aus Mammalia-Zellen  
Die Isolierung der Gesamt-DNA erfolgte nach Anleitung des QIAamp DNA Blood Mini Kit 
(Qiagen, Hilden).  
 
2.2.3.1.1 Isolierung von Gesamt-DNA aus murinem Hirngewebe 
Es wurde < 25mg Gewebe steril entnommen, in ein 2ml Eppendorfgefäß gegeben und mit 
180µl ATL-Puffer versetzt. Zur Homogenisierung des Gewebes wurde eine Stahlkugel 
hinzugefügt und das Gewebe für 30 Sekunden bei 30Hz in der Gewebemühle MM 300 
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(Retsch) zerkleinert. Die weitere Isolierung der Gesamt-DNA erfolgte nach Anleitung des 
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden). 
 
2.2.3.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus Mammalia-Zellen 
Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte nach Anleitung des RNeasy Mini Kit (Qiagen, 
Hilden). 
 
2.2.3.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus murinem Gewebe 
Es wurden < 30mg Gewebe steril entnommen, in ein 2ml-Eppendorfgefäß gegeben und mit 
350µl RLT/ß-Mercaptoethanol-Puffer versetzt. Zur Homogenisierung des Gewebes wurde 
eine Stahlkugel hinzugefügt und das Gewebe für 2 Minuten bei 20Hz in der Gewebemühle 
MM 300 (Retsch) zerkleinert. War das Gewebe nicht vollständig homogenisiert, wurde 
dieser Schritt wiederholt. Die weitere Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte nach Anleitung 
des RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden). 
 
2.2.3.3 Isolierung von Plasmid-DNA 
2.2.3.3.1 Plasmid-Minipräparation aus E. coli 
Die Isolation erfolgte nach Herstellerangaben des Biozym Easy Prep Kit ® (Biozym, Hess. 
Oldendorf). 
 
2.2.3.3.2 Plasmid-Maxipräparation aus E. coli 
Die Plasmidisolierung erfolgte nach Herstellerangaben des QIAGEN HISPEED Plasmid 
Purification Kit (Qiagen, Hilden). Durch eine Ethanolfällung (2.2.4.13) wurde die Plasmid-
DNA konzentriert und gereinigt. 
 
2.2.3.4 Quantifizierung von Nukleinsäuren 
Die Quantifizierung von Nukleinsäuren erfolgte über die Messung der optischen Dichte mit 
dem Spektrophotometer GeneQuant II (Pharmacia Biotech) bei einer Wellenlänge von 
260nm. Die Konzentrationen der Nukleinsäuren wurden nach folgenden Formeln berechnet: 
 
c[DNA] = OD * Verdünnungsfaktor * 50 [ng/µl] 
   c[RNA] = OD * Verdünnungsfaktor * 40 [ng/µl] 
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2.2.3.5 Verdau von genomischer DNA in RNA-Lösungen mit DNase I 
Nach der RNA-Extraktion können Verunreinigungen mit genomischen DNA-Resten nicht 
vollständig ausgeschlossen werden. Deshalb verdaut man diese mit DNase I, einer DNA-
Doppelstrang-spezifischen Endonuklease aus Rinderpankreas, um eine reine RNA-Lösung zu 
erhalten.  
 
Standard-Reaktionsansatz: 
RNase-Inhibitor (40U/µl)  0,5µl 
10x Puffer DNase I         4µl 
DNase I (10U/µl)         2µl 
H2O, RNase-frei   3,5µl 
RNA (50ng-2µg)    30µl 
 
Der Ansatz wurde für 45 Minuten im Thermomixer (Thermomixer 5436; Eppendorf, 
Hamburg) bei 37°C inkubiert. Durch 10-minütige Inkubation im Thermomixer bei 95°C 
wurde das Enzym inaktiviert. Die Lagerung erfolgte bei -70°C. 
 
2.2.3.6 cDNA-Synthese 
Die cDNA-Synthese erfolgte mittels OmniscriptTM RT-Kit (Qiagen, Hilden).  
 
Standard-Reaktionsansatz: 
RNA (50ng-2µg)         xµl 
Puffer RT (10x)         2µl 
dNTPs (5mM pro dNTP)        2µl 
Oligo-dT-Primer (10pmol/µl, Roche)      2µl 
RNase-Inhibitor (40U/µl)   0,25µl 
Omniscript RT (4U/µl)        1µl 
H2O, RNase-frei             ad 20µl 
 
Der Ansatz wurde für 1 Stunde im Thermomixer (Thermomixer 5436; Eppendorf, Hamburg) 
bei 37°C inkubiert. Durch 5-minütige Inkubation im Thermomixer bei 95°C wurde das 
Enzym inaktiviert. Die Lagerung erfolgte bei -20°C. 
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2.2.3.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die PCR (Polymerase Chain Reaction) ist eine Methode, mit der man spezifische DNA-
Abschnitte amplifizieren kann. Die Amplifikation beruht auf der ständigen Wiederholung 
einer Denaturierung der Doppelstrang-DNA bei 94°C, einer Anlagerung der Primer an ihre 
spezifische Zielsequenz (Annealing) und einer Verlängerung des neuen DNA-Stranges 
(Elongation). Die Amplifikation verläuft exponentiell. Als Enzym wird hierbei die 
hitzestabile Taq-Polymerase genutzt, die aus dem Organismus Thermus aquaticus isoliert 
wurde. Ausgehend von einem freiem 3’OH-Ende eines Primers synthetisiert sie den neuen 
DNA-Strang in 5’→3’-Richtung. Primer sind zwei Oligonukleotide, die spezifisch eine DNA-
Sequenz erkennen und sich an diese anlagern können. Da sie gegenläufig orientiert sind, kann 
die zwischen den beiden Primern liegende DNA-Sequenz spezifisch amplifiziert werden. 
 
2.2.3.7.1 Konventionelle PCR 
Für die konventionelle PCR wurde die Taq DNA Polymerase von Qiagen verwendet. Um die 
Sensitivität des Nachweises zu erhöhen, wurde das Verfahren der nested-PCR genutzt. Dabei 
wird ein DNA-Abschnitt mit Primern voramplifiziert. Anschließend wird in einer zweiten 
PCR-Reaktion, mit dem Produkt aus der ersten Reaktion als Matrize, das gewünschte Produkt 
amplifiziert, in der Primer verwendet werden, die gegenüber der ersten PCR-Reaktion in 3’-
Richtung des jeweiligen Stranges versetzt sind. 
Die PCR wurde im Thermocycler UNO II (Biometra) mit beheizbarem Deckel durchgeführt. 
Zur Identifizierung der PCR-Produkte wurde eine Agarose-Gelelektrophorese (2.2.3.7.1.1) 
durchgeführt. Je nach Fragmentgröße wurden 1,5%ige TBE-Gele (bis 1kb) oder 0,8%ige 
TAE-Gele (>1kb) mit Ethidiumbromid verwendet. Dabei wurde die Fragmentgröße mit 
DNA-Größenstandards (100bp- und 1kb-Leiter) verglichen. 
 
Standard-Reaktionsansatz: 
 Äußere PCR: 
10x Puffer      5µl 
dNTPs (2,5mM/dNTP)    5µl 
H2O             30,5µl 
Primer a 5’(10pmol/µl)    2µl 
Primer a 3’(10pmol/µl)    2µl 
DNA oder cDNA (1pg-1µg)    5µl 
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Innere PCR: 
10x Puffer      5µl 
dNTPs (2,5mM/dNTP)    5µl 
H2O             32,5µl 
Primer b 5’(10pmol/µl)    2µl 
Primer b 3’(10pmol/µl)    2µl 
PCR-Produkt      2µl 
 
Vorlauf der G50 nested-PCR auf dem LightCycler: 
MgCl2 (2,5mM, Roche)           2,5µl 
10 x PCR-Puffer mit MgCl2 (Roche)                5µl 
dNTPs (2,5mM, Roche)              5µl 
G50a3‘ (10pmol/µl)               2µl   
G50a5‘ (10pmol/µl)               2µl 
Taq-Polymerase (5U/µl)           0,5µl 
DNA                 5µl 
Aqua bidest.                      ad 50µl 
 
Thermocycler-Bedingungen für spezifische PCRs: 
Die PCR-Reaktionen wurden unter Hot-Start-Bedingungen durchgeführt. 
 
M2, M3, M7,ORF6, ORF25, ORF27, ORF57 und G50-PCR: 
Außen:                                                                        innen: 
94°C   2min      94°C  2min  
  94°C    1min      94°C  1min 
  60°C   1min               35x    63°C  1min  35x 
  72°C   1min       72°C  1min 
  72°C   5min     72°C   5min 
    4°C   ∞       4°C   ∞ 
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Long-distance-PCR zur Herstellung von dscDNA :    G50-Vorlauf zur Quantifizierung:             
  95°C  30sec     94°C  2min 
  95°C   10sec    94°C  1min 
  68°C  6min+5sec/Zyklus     24x      60°C  1min          15x   
68°C  5min     72°C  1min   
  4°C    ∞    72°C  5min  
        4°C  ∞  
 
Maus-GAPDH:                 Klf6 und CArgbox-binding factor: 
94°C  2min    94°C  2min 
             94°C             1min     94°C  1min  
  56°C  45sec  40x  54°C  1min  35x 
  72°C   90sec    72°C  1min 
  72°C    7min    72°C  7min 
    4°C   ∞       4°C  ∞ 
  
Hspa5 :                             RACE: 
  94°C    2min    94°C  2min 
  94°C            1,5min    94°C  30sec  
  54°C  1min  35x  64°C  30sec  35x 
  72°C  3min    72°C  45sec 
  72°C  7min    72°C   7min 
    4°C  ∞      4°C   ∞ 
 
RACE-Kontrollreaktion:                 gesamter ORF50: 
94°C  2min    94°C  2min 
94°C  30sec    94°C  45sec 
64°C  30sec  35x  63°C  45sec  35x 
72°C  45sec    72°C  3,5min 
72°C  7min    72°C  7min 
4°C  ∞    4°C  ∞ 
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Einführung von Schnittstellen in den G50-Promotor:          QuikChange von pGlowND2: 
94°C    2min    95°C  2min 
  94°C             45sec    95°C            30sec  
  56°C           30sec  35x  55°C             1min        18x
  72°C           30sec    68°C           6,5min             
  72°C  7min     
    4°C  ∞     
 
QuikChange Kontrolle:                QuikChange Probe 
  95°C  2min    95°C  2min 
  95°C  30sec    95°C  30sec 
  55°C  1min  12x  55°C  1min  18x 
  68°C  5min    68°C  6min 
 
Boxen für das Yeast One Hybrid:                       ADLD-PCR:                   
94°C    2min    94°C  1min 
  94°C             30sec    94°C  30sec  
  54°C           30sec  35x  68°C  3min  35x 
  72°C           30sec    68°C  3min  
  72°C   7min    15°C  ∞ 
   4°C  ∞     
 
2.2.3.7.1.1 Agarose-Gelelektrophorese 
Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese kann DNA entsprechend ihrer Größe aufgetrennt 
werden. Dies dient zur Charakterisierung von PCR- (2.2.3.7.1) oder DNA-
Restriktionsprodukten. Bei der Gelelektrophorese wird ein elektrisches Feld angelegt. Dies 
führt dazu, dass die negativ geladenen DNA-Moleküle im elektrischen Feld auf den Pluspol 
zuwandern. Dabei werden sie entsprechend ihrer Größe aufgetrennt, da kleinere Moleküle 
schneller wandern können als große. Agarose ist ein Polysaccharid, das aus Rotalgen durch 
Entfernung des Agropektins isoliert wurde. Durch Aufkochen in Elektrophorese-Puffern wird 
es gelöst und polymerisiert beim Abkühlen zu einer Gelmatrix aus. Dabei bilden sich aus dem 
Polysaccharidsol Doppelhelices, die sich in Gruppen zu relativ dicken Fäden 
zusammenlagern. Diese Struktur verleiht der Agarose hohe Stabilität bei großem 
Porendurchmesser. Entsprechend der Fragmentgröße variiert auch die Konzentration der 
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Agarose. Besonders große Fragmente wandern besser in niedrig konzentrierten Agarosegelen, 
eine bessere Auftrennung bei kleineren Molekülen erhält man jedoch bei höherer 
Agarosekonzentration. Für DNA-Moleküle >1kb wurden 0,8%-ige TAE-Gele genutzt, für 
DNA-Moleküle <1kb 1,5%-ige TBE-Gele.  
Zur Herstellung der Agarose-Gele wurde das Agarose-Puffer-Gemisch so lange in der 
Mikrowelle aufgekocht, bis sich die Agarose vollständig gelöst hatte und keine Schlieren 
mehr zu sehen waren. Nach dem Abkühlen auf ca. 65°C wurde Ethidiumbromid in einer 
Endkonzentration von 0,1µg/ml hinzugegeben. Ethidiuimbromid ist ein interkalierendes 
Agenz, das sich in doppelsträngige DNA einlagert. So wird die Detektion von DNA-
Molekülen unter UV-Licht möglich, da Ethidiumbromid rötlich fluoresziert. 
Die Beladung des Agarosegels erfolgte mit DNA-Proben, die im Verhältnis 1:10 mit 
Ladepuffer (10x) gemischt wurden. Der Ladepuffer erhöht die Dichte der DNA-Lösung, so 
dass sie in die Taschen des Gels absinkt, und die Mobilität der DNA erhöht. Um die Größe 
der Fragmente genau bestimmen zu können, wurde bei jedem Lauf eine Probentasche mit 
einem geeigneten Längenstandard befüllt. 
Die Auftrennung der Fragmente erfolgte bei 5V/cm-Elektrodenabstand und je nach Art des 
Gels in 0,5x TBE- bzw. 1x TAE-Puffer. Die Analyse und Dokumentation der Auftrennung 
erfolgte durch die BioDoc Analyze Camera (Biometra, Göttingen) und digitale Speicherung. 
 
Größenmarker:  
 
1) DNA-Längenstandards X: 0,07 – 12,2kbp (Roche, Mannheim) 
2) DNA-Längenstandards XIV, 100-Basenpaarleiter: 0 – 1500bp (Roche, Mannheim) 
 
2.2.3.7.2 Real-time-PCR mit dem LightCycler 
Die real-time-PCR erlaubt es, die exponentielle Zunahme der DNA schon während der 
Amplifikation zu verfolgen. Der LightCycler (Roche, Mannheim) verbindet die real-time-
PCR mit der rapid-cycle-PCR. Dies ist aufgrund eines geringen Flüssigkeitsvolumens in sehr 
dünnen Glaskapillaren möglich. Dadurch können Temperaturveränderungen schnell 
übertragen werden, so dass die gesamte PCR maximal eine Stunde dauert. Am Ende der 
Reaktion wird eine Schmelzkurve des Produktes erstellt. Jedes Produkt besitzt einen 
spezifischen Schmelzpunkt, der von der Wahl der Primer, den Reaktionsbedingungen und der 
Nukleotidsequenz abhängig ist. Durch Bestimmung des Schmelzpunktes ist es möglich, das 
PCR-Produkt zu identifizieren, ohne dass es auf ein Agarose-Gel (2.2.3.7.1.1) aufgetragen 
werden muss. Dies reduziert die Gefahr von Kontaminationen und ist weniger zeitaufwändig. 
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Die Detektion der Produkte erfolgt mit Hilfe von Hybridisierungssonden. 
 
Detektion mit Hybridisierungssonden: 
Die Hybridisierungssonden sind zwei unterschiedliche Oligonukleotide, die spezifisch in 
einem Abstand von 1 bis 5 Basenpaaren zueinander an die Zielsequenz binden. Eine Sonde 
(upstream-Sonde) ist 3'-Fluorescein markiert, während die andere (downstream-Sonde) am 5'-
Ende mit LC Red 640 gekoppelt ist. Gelangen die Sonden während der Annealing-Phase der 
PCR in räumliche Nähe, findet ein Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) zwischen 
dem Fluorescein und dem LC Red 640 statt. Hierbei wird LC Red 640 durch das aktivierte 
Fluorescein angeregt und emittiert rotes Fluoreszenz-Licht (640nm), welches durch den 
LightCycler detektiert wird (Abbildung 7). Die PCR-Produkte können anhand der 
Fluoreszenzintensität quantifiziert werden. 
 
Abbildung 7: Detektion mit Hybridisierungssonden (Quelle: www.unizh.ch/ wwwikc/ md2003/landt_2003.pdf) 
 
LightCycler-Bedingungen für spezifische PCRs: 
Die G50-real-time-PCR ist eine nested-PCR: Der Vorlauf wird unter Punkt 2.2.3.7.1 
beschrieben. 
 
Standard-Reaktionsansatz FastStart DNA Master Hybridization Probes: 
cDNA bzw. genomische DNA       2µl 
FastStart Reaktionsmix       2µl 
MgCl2 (25mM)                 1,6µl 
G50b5’ (10pmol/µl)         1µl 
G50b3’ (10pmol/µl)         1µl 
3'-Fluorescein-G50Hyb (3µM)             1µl 
5'-LC Red640-G50Hyb (3µM)             1µl 
Aqua bidest.                                                     ad 20µl 
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Programm für G50:  Denaturierung   95°C  10 min 
   Amplifikation   95°C     0 sec 
       63°C  10 sec  50x 
       72°C   15 sec                  
   Schmelzkurve   50°C      bis  99°C 
   Kühlung   40°C   1 min 
 
2.2.3.8 Aufreinigung eines PCR-Produktes und Gelextraktion 
Die Aufreinigung eines PCR-Produktes und die Extraktion eines Amplifikates aus einem 
Agarosegel erfolgten nach Herstellerangaben des PCR- Purification and Gelextraktion Kit® 
(Qiagen, Hilden).  
 
2.2.3.9 Ligation von PCR-Produkten in pGlowTOPO® und pcNDA3.1/V5-His©TOPO® 
Die Klonierung von PCR-Produkten ist möglich, da die Taq-Polymerase die Eigenschaft 
besitzt, am 3’-Ende der Produkte ein Adenosin anzuhängen. Die Vektoren pGlowTOPO® 
(2.1.4.1, Abbildung 3) und pcDNA3.1/V5 HIS©TOPO® (2.1.4.2, Abbildung 4) besitzen an der 
Klonierungsstelle Thymidin-Überhänge. So ist eine Religation des Vektors in den meisten 
Fällen ausgeschlossen. An die Klonierungsstelle ist das Enzym Topoisomerase gekoppelt, 
welches Ligationen bei Raumtemperatur ermöglicht. 
Die Ligation und Transformation des Ligationsproduktes in E. coli TOP10 und E. coli PIR1 
erfolgte nach Herstellerangaben des pGlowTOPO TA® Expression Kit und pcDNA3.1/V5 
HIS©TOPO® TA Expression Kit. 
 
2.2.3.10 Induktion von Kompetenz und Transformation von Bakterien 
2.2.3.10.1 Herstellung chemischer Kompetenz und Transformation von E. coli DH5 
alpha 
Es wurden 3ml LB-Medium in ein steriles Reagenzglas gefüllt und mit 5µl DH5alpha-
Suspension beimpft. Eine Inkubation für 16 Stunden bei 37°C und 200rpm folgte. Am 
nächsten Tag wurden 100ml LB-Medium mit 50µl dieser Vorkultur beimpft und bis zu einer 
OD = 0,1-0,6 inkubiert. Die Optische Dichte (OD) wurde stündlich überprüft. Nachdem die 
OD erreicht war, wurde die Suspension für 10 Minuten bei 4000rpm zentrifugiert 
(LabofugeGL, Heraeus Christ, Osterode) und der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde 
in 10ml 4°C-kaltem 1M MgCl2 resuspendiert und 5 Minuten bei 4000rpm zentrifugiert. Der 
Überstand wurde verworfen. Das Zellpellet wurde in 2ml 1M CaCl2 resuspendiert und bei 
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4°C gelagert. Die Zellen waren für 4-5 Tage kompetent. 
Zur Transformation wurden 200µl kompetente DH5alpha-Zellen mit 5µl Ligationsansatz 
versetzt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C 
für 2 Minuten. Die Zellen wurden für 2 Minuten auf Eis inkubiert und mit 200µl LB-Medium 
versetzt. Eine Inkubation für 30 Minuten bei 37°C und 200rpm folgte. Anschließend wurden 
die Zellen zu 50µl- und 200µl-Aliquots auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden 
Antibiotikum ausplattiert und für 16 Stunden bei 37°C inkubiert. 
 
2.2.3.10.2 Transformation von E. coli XL10®Gold 
Aliquots der XL10-Zellen (Stratagene, USA) wurden auf Eis aufgetaut und in 2ml-
Reaktionsgefäße (100µl) (Eppendorf, Hamburg) überführt. Zu den Aliquots wurden 4µl ß-
Mercapthoethanol hinzugegeben, die Zellen kurz gemischt und 10 Minuten auf Eis inkubiert. 
Es wurde alle 2 Minuten vorsichtig gemischt. Nach der Inkubation wurden 5µl eines 
Ligationsansatzes zu den Zellen pipettiert. Eine weitere Inkubation für 30 Minuten auf Eis 
folgte. Anschließend erfolgte ein Hitzeschock für 30 Sekunden bei 42°C. Nach dem 
Hitzeschock wurden die Zellen 2 Minuten auf Eis inkubiert. Es wurde 900µl auf 42°C-
vorgewärmtes NZY+-Boullion (2.1.10) zu den Zellen pipettiert. Diese Zellen wurden für 1 
Stunde bei 37°C und 225rpm inkubiert und anschließend 10 Minuten bei 1000rpm (Eppendorf 
Centrifuge 5414) abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 200µl NZY+-Boullion resuspendiert 
und in 100µl-Aliqouts auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert. 
Eine Inkubation für 16 Stunden bei 37°C folgte. 
 
2.2.3.10.3 Herstellung von Elektrokompetenz und Elektroporation von E. coli DH5alpha 
500ml LB-Medium wurde mit 5ml frischer Über-Nacht-Kultur angeimpft und bis zu einer OD 
von 0,5-0,8 bei 37°C und 200rpm inkubiert. Die DH5alpha-Zellen wurden anschließend für 
15-30 Minuten auf Eis gekühlt. Alle Arbeitsschritte mussten ab sofort auf Eis durchgeführt 
werden. Eine Zentrifugation (Sorvall®RC5C Plus) für 15 Minuten bei 4000xg und 4°C folgte. 
Der Überstand wurde sofort abgenommen und das Pellet in 500ml eiskaltem HEPES-Puffer 
(2.1.10) resuspendiert. Eine weitere Zentrifugation für 10 Minuten bei 4000xg und 4°C wurde 
durchgeführt. Der Überstand wurde verworfen, das Pellet in 250ml eiskaltem HEPES-Puffer 
resuspendiert und für 10 Minuten bei 4000xg und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde 
erneut verworfen. Eine Resuspendierung des Pellets in 20ml 10%-igem eiskalten Glyzerin 
und eine erneute Zentrifugation für 10 Minuten bei 4000xg und 4°C folgten. Der Überstand 
wurde verworfen. Das Pellet wurde in 1ml eiskaltem, 10%-igen Glyzerin resuspendiert, zu 
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40µl-Portionen aliqoutiert und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die kompetenten 
Bakterien konnten für 6 Monate bei -70°C gelagert werden.  
Zur Elektrotransformation wurden 40µl kompetente DH5alpha in Küvetten (BIO-RAD Gene 
Pulser® Cuvette, 0,2 cm Elektrodenabstand, Kalifornien) transferiert und mit 50ng salzfreier 
DNA gemischt. Die Küvette wurde von außen gut trocken gewischt und in den gekühlten 
Küvettenhalter geschoben. Der Impuls (20kV/cm, 25µF, 200Ω) wurde sofort ausgelöst. Die 
Zeitkonstante τ sollte bei 4-5sec liegen. Nach dem Impuls wurden die Zellen sofort mit 1ml 
warmem SOC-Medium verdünnt und aus der Küvette in ein 14ml-Zentrifugenröhrchen 
(Becton Dickinson, USA) überführt. Eine Inkubation für 1 Stunde bei 37°C und 225rpm 
folgte. Die Zellen wurden kurz pelletiert (10 Minuten bei 1000rpm) und in 250µl SOC-
Medium resuspendiert. Die Ausplattierung erfolgte in 200µl- und 50µl Aliquots auf LB-Agar-
Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum. Die Agarplatten wurden 16 Stunden bei 37°C 
bebrütet. 
 
2.2.3.10.4 Elektroporation von E. coli DH10B 
Die Küvetten mit den elektrokompetenten DH10B-Zellen (Invitrogen®) wurden für 5-15min 
auf Eis aufgetaut. Zu den Zellen wurde 5µl aufgereinigter (2.2.3.12) Ligationsansatz 
pipettiert, der Ansatz vorsichtig gemischt und sofort einem Elektroschock (BIO-RAD Gene 
PulserTM, Kalifornien) bei 20kV/cm, 200Ω und 25µF ausgesetzt. Direkt nach dem Schock 
wurden 500µl warmes SOC-Medium zu den Zellen gegeben und in ein 14ml-
Zentrifugenröhrchen (Becton Dickinson, USA) pipettiert. Eine Inkubation bei 225rpm und 
37°C für 1 Stunde folgte. Anschließend wurden 250µl-Aliquots auf LB-Agarplatten mit dem 
entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und für 16 Stunden bei 37°C inkubiert 
 
2.2.3.11 DNA-Restriktion 
Die Restriktion von DNA ist eine bewährte Methode, um spezifische Bandenmuster einer 
DNA zu erhalten, die man durch Agarose-Gelelektrophorese (2.2.3.7.1.1) sichtbar machen 
kann. Es gibt drei verschiedene Arten von Restriktionsenzymen. Wichtig für die Restriktion 
sind die Restriktionsendonukleasen Typ II. Sie erkennen eine spezifische Basensequenz, 
meist bestehend aus 4-6bp, die sie an einer spezifischen Stelle schneiden.  
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Standard-Reaktionsansatz: 
Restriktionsendonuklease (10U/µl)  0,4µl 
10x Puffer         2µl 
DNA                 ~ 1µg 
Aqua bidest.               ad 20µl 
 
Der Ansatz wurde für 60-90 Minuten bei 37°C inkubiert.  
 
2.2.3.11.1 Dephosphorylierung von restringierten Vektoren 
Um die Religation von geschnittenen Vektoren zu verhindern, wird der Vektor 
dephosphoryliert. So wird eine spontane Religation verhindert. 
 
Standard-Reaktionsansatz: 
Vektor (Restriktionsansatz, 2.2.3.10) 20µl 
10x Antarctic Phosphatase Puffer    3µl 
Antartic Phosphatase (5U/µl)    4µl 
Aqua bidest.       3µl 
 
Der Ansatz wurde 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Das Stoppen der Reaktion erfolgte für 20 
Minuten bei 65°C. Danach wurde der Vektor gelaufgereinigt (2.2.3.8). 
 
2.2.3.11.2 Phosphorylierung von Insertsequenzen 
Um eine schwierige Ligationsreaktion zu vereinfachen, kann man Insertsequenzen 
phosphorylieren.  
 
Standard-Reaktionsansatz: 
Insert     10µl 
dATP (1nmol/µl, Roche)      6µl 
Puffer A        2µl 
T4-Polynukleotidkinase (10U/µl)   1µl 
Aqua bidest.      1µl 
 
Die Reaktion wurde für 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Mit 1µl 0,5M EDTA pH 8,0 wurde 
die Reaktion gestoppt.  
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2.2.3.12 DNA-Sequenzierung  
Die Sequenzierung erfolgte nach der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode von Sanger et al. 
(1977) unter Verwendung des ABI Prism dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready 
Reaction Kit (ABI PrismTM). Der Terminator Ready Reaction Mix besteht aus markierten 
ddNTPs (Tabelle 1), dNTPs, Taq-DNA Polymerase, MgCl2 und Tris/HCl-Puffer pH 9,0.  
  
Terminator Rhodamine Farbstoff 
ddATP dR6G 
ddCTP dROX 
ddGTP dR110 
ddTTP dTAMRA 
 
Tabelle 1: Fluorezenzfarbstoffe der ddNTPs 
 
Die Sequenzierungsreaktion wurde auf einem Thermocycler durchgeführt.  
 
Standard-Reaktionsansatz: 
dsDNA (200-500ng)            xµl 
Terminator Ready Reaktion Mix          8µl 
Sequenzierungsprimer (3,2µM, 2.1.5)         1µl 
Aqua bidest      ad 20µl 
 
Programm: 96°C   2min 
  96°C  30sec 
  50°C  15sec  25x 
  60°C   4min 
    4°C  ∞ 
 
Nach der Sequenzierungsreaktion wurden die PCR-Produkte zur Reinigung mit Ethanol 
gefällt (2.2.3.12). Das luftgetrocknete Pellet wurde in 23µl Hi-DiTM Formamide (Applied 
biosystems, Weiterstadt) aufgenommen und anschließend bei 95°C 3 Minuten denaturiert. 
Zum Abkühlen der Proben wurden sie für 2 Minuten auf Eis inkubiert und anschließend in 
Sequenzierröhrchen überführt. Die Analyse der Proben fand im Sequenator ABI PrismTM310 
Genetic Analyser (Applied Biosystems, Weiterstadt) mit dem Performance Optimized 
Polymer 6 (PopTM-6; ABI Prism Applied Biosystems, Weiterstadt) zur Auftrennung der 
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DNA-Moleküle statt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte anhand eines 
Sequenzvergleichs. Dabei wurde die ermittelte Sequenz mithilfe des BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool)-Programms mit Datenbank-Sequenzen verglichen. 
 
2.2.3.13 Fällung von DNA 
Die Ethanolfällung von DNA wird angewandt, wenn eine Reinigung, Aufkonzentrierung oder 
Änderung der Pufferbedingungen nötig ist. Die DNA-haltige Lösung wurde hierzu mit 0,1 
Volumen 3M Natrium-Acetat-Lösung (pH 5,2) und 2,5 Volumen eiskaltem, absoluten 
Ethanol versetzt. Während einer 30-minütigen Inkubation bei -20°C wird der DNA ihre 
Hydrathülle entzogen, wodurch sie ausfällt. Anschließend wurde die Lösung für 30 Minuten 
bei 23000xg und 4°C zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5403), der Überstand verworfen 
und das Pellet zur Entfernung von Salzresten mit 70%-igem Ethanol für 10 Minuten bei 
23000xg und 4°C gewaschen. Das Pellet wurde bei Raumtemperatur luftgetrocknet und in 
100µl Aqua bidest. gelöst. 
 
2.2.3.14 Zielgerichtete In-vitro-Mutagenese mittels PCR 
Um eine zielgerichtete Mutation in bekannte Sequenzen einzubauen, wurde das 
QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit von Stratagene verwendet. Dazu wurde die 
bekannte Sequenz in einen Vektor kloniert und mittels konventioneller PCR und leicht 
veränderter Primer amplifiziert. Primer, die vier Basen austauschen, wurden entworfen. 
 
Standard-Reaktionsansatz: 
10x Reaktionspuffer           5µl 
DNA       5-50ng 
Primer 3’ (10pmol/µl)       1,2µl 
Primer 5’ (10pmol/µl)                                                  1,2µl 
dNTP-Mix            1µl 
Aqua bidest.                                                              ad 50µl 
Anschließend: 
PfuTurbo DNA-Polymerase (2,5U/µl)        1µl 
 
Die Zyklenzahl dieser PCR bestimmt die Anzahl der Basen, die ausgetauscht werden 
(Programm s. 2.2.3.7.1). Bei 12 Zyklen entstehen lediglich Punktmutationen, bei 16 Zyklen 
können bis zu 4 Basen-Austausche und bei 18 Zyklen können multiple Basen-Insertionen 
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oder -Deletionen entstehen.   
Nach Beendigung der PCR erfolgt eine DpnI-Restriktion. Diese dient zum Abdauen des alten, 
methylierten Stranges, damit nur noch der neu synthetisierte, mutagenisierte und nicht 
methylierte Strang übrig bleibt. Dazu wurde pro Ansatz 1µl DpnI-Enzym hinzugegeben,        
1 Minute bei 13000rpm zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5414) und anschließend 1 Stunde 
bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte eine Transformation des restringierten PCR-
Produktes in XL1 Supercompetent Cells. 1µl des restringierten PCR-Produktes wurde zu 
einem 50µl-Aliquot der Bakterien gegeben und 30 Minuten zur Bindung des Vektors an die 
Oberfläche der Bakterien auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C 
für 45 Sekunden. Danach wurden die Bakterien 2 Minuten auf Eis inkubiert und mit 500µl auf 
42°C vorgewärmter NZY+-Boullion (2.1.10) aufgefüllt. Eine Inkubation bei 37°C und 
235rpm für 1 Stunde folgte. Nach dieser Inkubation wurden die Bakterien zu 250µl-Aliquots 
auf LB-Amp-Platten ausplattiert und 16 Stunden bei 37°C inkubiert. 
Anschließend erfolgte die Analyse der Klone durch Plasmid-Minipräparation (2.2.3.3.1) und 
Sequenzierung (2.2.3.12). 
 
2.2.3.15 Transfektion durch Endozytose  
2.2.3.15.1 Transiente Transfektion von LymphoMHV-68-Zellen durch Endozytose  
Die transiente Transfektion erfolgte mit METAFECTENETM (Biontex). METAFECTENETM ist 
ein polykationisches Transfektionsreagenz, welches in Kombination mit einem neutralen 
Lipid vorliegt. Durch seine positive Ladung ist es möglich, dass es effektiv die negativ 
geladene DNA einschließt. Dieser Komplex verschmilzt mit der zellulären Membran und die 
komplexierte DNA wird freigesetzt. 
Die Komplexbildung der Plasmid-DNA mit METAFECTENETM (Biontex) erfolgt in serum- 
und antibiotikumfreien Medium, da Supplemente im Medium die Komplexbildung stören 
oder verhindern können. Das Verhältnis von METAFECTENETM (Biontex) zu Plasmid-DNA 
beträgt 6:1, damit eine effiziente Verpackung der Plasmid-DNA ermöglicht wird. 
Die Transfektion erfolgte in 24-Lochplatten (Costar, Bodenheim). Dazu wurde die Zellzahl 
der LymphoMHV-68-Zellen bestimmt (2.2.1.5). Pro Kavität wurden 5*105 Zellen benötigt. 
Die entsprechende Menge wurde aus Kulturflaschen entnommen, bei 1700rpm für 10 
Minuten zentrifugiert (Labofuge; Heraeus Christ, Osterode), in 2ml supplementiertem RPMI-
1640-Medium pro 5*105 Zellen aufgenommen (2.1.9) und in 2ml Aliquots in der 24-
Lochplatte verteilt. Zur Komplexbildung der Plasmid-DNA mit METAFECTENETM (Biontex) 
wurde in einer 96-Loch-Platte 50µl serum- und antibiotikumfreies RPMI-1640-Medium mit 
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4µg Plasmid-DNA/Kavität versetzt bzw. 50µl serum- und antibiotikumfreies RPMI-1640-
Medium mit 24µl METAFECTENETM (Biontex) gemischt. Anschließend wurden die beiden 
Ansätze vereinigt und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation 
wurden die Ansätze zu den LymphoMHV-68-Zellen pipettiert und nach Durchmischen 24 
Stunden bei 37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit inkubiert. 
 
2.2.3.16 Induktion des lytischen Zyklus von MHV-68 
Die Stimuli TPA (12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat), Ziege-Anti-Human-IgM und 
Superinfektion mit Zellkulturüberstand aus infizierten und lysierten BHK-21-Zellen wurden 
verwendet, um den lytischen Zyklus von MHV-68 zu induzieren. 
Die Superinfektion der Zellen erfolgte direkt nach der Transfektion. Der Zellkulturüberstand 
aus infizierten und lysierten BHK-21 wurde sterilfiltriert (PALL Medical, PALL ® Pharma 
Assure®) und zu 200µl-Aliquots zu den in 2ml supplementierten RPMI-1640-Medium 
resuspendierten Zellen pipettiert. 
Die Induktion durch TPA und Ziege-Anti-Human-IgM erfolgte 8 Stunden später. Dazu 
wurden zu den Ansätzen der transfizierten Zellen 8µl TPA (Stammlösung 5µg/ml) bzw. 3µl 
IgM (Stammlösung 10µg/ml) hinzupipettiert und für 16 Stunden bei 37°C, 5% CO2 und 90% 
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die Auswertung erfolgte 24 Stunden später mittels 
Durchflusszytometrie (2.2.4.2). 
 
2.2.3.17 Messung der DNA-Syntheserate 
Die Messung der DNA-Syntheserate erfolgte mittels dem Cell Proliferation ELISA, BrdU 
(colorimetric)-Kit (Roche, Mannheim) nach Herstellerangaben.  
Die Auswertung erfolgte bei 405nm im PowerWave200TM Microplate Scanning 
Spectrophotometer (Bio-Tek Instruments®). 
 
2.2.3.18 Ligation von DNA 
Geschnittene DNA-Vektoren können mit Ligasen wieder religiert werden. 
 
Standard-Reaktionsansatz mit T4-Ligase: 
DNA        250ng 
10x T4-Ligase Puffer                2µl 
T4-Ligase (1U/µl oder 400U/µl)   1µl 
Aqua bidest.    ad 10µl 
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Ein Ansatz wurde 4 Stunden bei Raumtemperatur, ein anderer Ansatz 16 Stunden bei 14°C 
inkubiert. Die Lagerung erfolgte bei -20°C. 
 
Standard-Reaktionsansatz mit Quick Ligase: 
DNA         250ng 
2x Quick-Ligase Puffer         10µl 
Quick-Ligase (2000U/µl)             1µl 
Aqua bidest     ad 20µl 
 
Der Ansatz wurde 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lagerung erfolgte bei -20°C. 
 
2.2.3.19 Yeast One Hybrid-System 
Das Yeast One Hybrid-System wurde nach Herstellerangaben des BD MatchmakerTM Library 
Contruction&Screening Kit von Clontech durchgeführt. 
 
2.2.3.19.1 Herstellung einer cDNA-Bank 
RNA (2.2.3.2) aus LymphoMHV-68-Zellen und B-Lymphozyten nicht infizierter Mäuse 
wurde gewonnen. Diese wurde gemischt und als Matrize für die Erststrang-cDNA-Synthese 
genutzt. 
 
Standard-Reaktionsansatz: 
RNA (0,1-2µg)         1-2µl 
CDS Primer (10µM, BD MatchmakerTM Library Contruction&Screening Kit)         1µl 
Aqua bidest          1-2µl 
Volumen insgesamt               4µl 
 
Der Ansatz wurde gemischt, kurz zentrifugiert und für 2 Minuten bei 72°C inkubiert. 
Anschließend erfolgte eine Kühlung für 2 Minuten auf Eis. Zu dem Ansatz wurden folgende 
Reagenzien pipettiert: 
 
5x first strand buffer    2µl 
DTT (20mM)     1µl 
dNTP (10mM)    1µl 
MMLV Reverse Transkriptase (20U/µl) 1µl 
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Die Komponenten wurden vorsichtig gemischt, kurz zentrifugiert und bei 42°C für 10 
Minuten inkubiert. Zu dem Ansatz wurde 1µl BD SMART III-Oligonukletid (10µM, BD 
MatchmakerTM Library Contruction&Screening Kit) pipettiert. Eine weitere Inkubation bei 
42°C für 1 Stunde folgte. Das Ende der Synthese erfolgte durch eine Inkubation bei 75°C für 
10 Minuten. Der Ansatz wurde auf Raumtemperatur abgekühlt. Zum Abdau der restlichen 
RNA wurde 1µl RNase H (2U) hinzupipettiert und für 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Der 
Ansatz wurde bei -20°C gelagert. 
Zur Überprüfung der erfolgreichen Synthese der Erststrang-cDNA wurde eine Kontroll-PCR 
(Long Distance-PCR) BD Advantage™ 2 PCR Kit (BD Biosciences, Heidelberg) 
durchgeführt. 
 
Standard-Reaktionsansatz: 
First-strand cDNA      2µl 
Aqua bidest     70µl 
10x BD Advantage 2 PCR Buffer  10µl 
50x dNTP-Mix (10mM/dNTP)    2µl 
5’ PCR Primer (10µM)     2µl 
3’ PCR Primer (10µM)     2µl 
10x GC-Melt Solution   10µl 
50x BD Advantage 2 Polymerase Mix   2µl 
 
Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt und amplifiziert (Programm s. 2.2.3.7.1). Die Produkte 
wurden auf einem 1,2%-igen TBE-Gel analysiert. 
 
2.2.3.19.2 Reinigung der Erststrang-cDNA 
Die BD CHROMA SPIN Columns wurden mehrere Male invertiert, um die Gelmatrix zu 
resuspendieren. Da die Gelmatrix in einem Puffer gelagert wurde, musste sie für 5 Minuten 
bei 700xg (LabofugeGL, Heraeus Christ, Osterode) zentrifugiert werden. Anschließend wurde 
die Erststrang-cDNA hineingegeben und ebenfalls für 5 Minuten bei 700xg zentrifugiert. 
Mehrfachansätze von gleichen Proben wurden vereinigt und mit 1/10 Volumen 3M Natrium-
Acetat (pH 4,8) und 2,5 Volumen 95%-igem eiskalten Ethanol versetzt. Die Ansätze wurden 
gemischt und für 1 Stunde bei -20°C gelagert. Eine Zentrifugation bei 14000rpm (Eppendorf 
Centrifuge 5403) für 20 Minuten folgte. Das Pellet wurde für 10 Minuten luftgetrocknet und 
in 20µl Aqua bidest resuspendiert. Die Lagerung erfolgte bei -20°C. 
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2.2.3.19.3 Insertion der Ziel-DNA in pHIS2 
0,1µg Sense-Strang und 0,1µg Antisense-Strang der zu untersuchenden Triple-Sequenzen 
Box1, Box2 und Box3 (2.1.5.1) wurden in 10µl 50mM NaCl gemischt und für 5 Minuten bei 
70°C inkubiert. Der Ansatz wurde anschließend für 30 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die hybridisierten Oligos und pHIS2 wurden mit XhoI und EcoRI restringiert 
(2.2.3.11).  
 
Standard-Reaktionsansatz der Ligation: 
Restringierter pHIS2      5µl 
Hybridisierte, restringierte Oligos    1µl 
Aqua bidest       4µl 
10xT4-Ligation-Puffer  1,2µl 
T4-Ligase (1U/µl)   0,8µl 
 
Der Ansatz wurde 4 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Elektrokompetente DH5alpha-
Zellen wurden mit den Produkten transformiert (2.2.3.10.3). Die Klone wurden mittels 
Plasmid-Minipräparation (2.2.3.3.1) und Sequenzierung (2.2.3.12) analysiert. 
 
2.2.3.19.3.1 Insertion der Ziel-DNA in pHIS2 mittels homologer Rekombination 
Zur Insertion von Ziel-DNA durch homologe Rekombination wurde das In-Fusion 2.0 PCR 
Cloning Kit (Clontech, Frankreich) nach Herstellerangaben benutzt. 
 
2.2.3.19.4 Anzucht von Saccharomyces cerevisiae Y187 
Eine kleine Portion des Glycerinstocks von Y187 wurde auf YPDA-Agar ausgestrichen und 
für 3-5 Tage bei 30°C inkubiert. Die Platten konnten 3 Wochen bei 4°C gelagert werden. 
 
2.2.3.19.5 Induktion von Kompetenz bei Y187-Zellen 
Eine Kolonie Y187 (maximal 3 Wochen alt) wurde in ein 14ml-Zentrifugengefäß (Becton 
Dickinson, USA) mit 3ml YPDA-Medium überimpft. Die Kultur wurde 8 Stunden bei 30°C 
und 235rpm inkubiert. 100µl dieser Vorkultur wurden in 50ml YPDA (250ml-
Erlenmeyerkolben) 16-20 Stunden bei 30°C und 150rpm inkubiert. Die OD sollte 
anschließend zwischen 0,15-0,3 liegen. Die Kultur wurde für 5 Minuten bei 700xg 
zentrifugiert (LabofugeGL, Heraeus Christ, Osterode) und in 100ml frischem YPDA-Medium 
resuspendiert. Eine erneute Inkubation bei 30°C und 150rpm für 3-5 Stunden, bis die OD600 
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0,4-0,5 war, folgte. Die Kultur wurde erneut für 5 Minuten bei 700xg zentrifugiert und das 
Pellet in 3ml 1,1xTE/Lithiumacetat-Puffer (2.1.10) resuspendiert. Die Suspension wurde auf 
zwei Eppendorf-Reaktionsgefäße aufgeteilt und für 15 Sekunden  bei maximaler 
Geschwindigkeit (Eppendorf Centrifuge 5414) zentrifugiert, das Pellet in 600µl 
1,1xTE/Lithiumacetat-Puffer resuspendiert. Die kompetenten Hefezellen konnten einige 
Stunden bei Raumtemperatur gelagert werden. 
 
2.2.3.19.5.2 Transformation von kompetenten Y187-Zellen und Überprüfung der HIS3-
Hintergrundexpression  
Die im Rahmen dieser Arbeit konstruierten Vektoren pHIS2Box2 und pHIS2Box3 mussten 
auf die Hintergrundexpression des HIS3-Gens überprüft werden. Die HIS3-Expression kann 
mit dem Zellgift 3-Aminotriazol unterdrückt werden. Deshalb musste die Konzentration von 
3-Aminotriazol im HIS3-Mangelmedium optimiert werden. Dazu wurden SD/-His/-Trp/-Leu 
Platten mit 10mM, 20mM, 30mM, 45mM und 60mM 3-Aminotriazol hergestellt (2.1.10). 
Kompetente Y187-Zellen wurden mit der Positivkontrolle des BD MatchmakerTM Library 
Contruction&Screening Kit von Clontech und mit den Vektoren pHIS2Box2 und pHIS2Box3 
transformiert. 
Die Herring Testes Carrier DNA wurde für 5 Minuten bei 95°C denaturiert und anschließend 
auf Eis abgekühlt. Die hier verwendeten Vektoren und die Herring Testes Carrier DNA 
stammen aus dem BD MatchmakerTM Library Contruction&Screening Kit von Clontech. 
 
Standard-Reaktionsansatz der Positivkontrolle: 
pGAD-Rec2.53 (500ng/µl)         1µl 
p53HIS2 (500ng/µl)           1µl 
Herring Testes Carrier DNA, denaturiert (10mg/ml)     5µl 
Kompetente Y187-Zellen       50µl 
PEG/Lithiumacetat (2.1.10)     500µl 
 
Standard-Reaktionsansatz der zu untersuchenden Vektoren: 
pHIS2 oder pHIS3 (500ng/µl)        1µl 
Herring Testes Carrier DNA, denaturiert (10mg/ml)     5µl 
Kompetente Y187-Zellen       50µl 
PEG/Lithiumacetat (2.1.10)     500µl 
 
 Material und Methoden 44   
Die Ansätze wurden gevortext und 30 Minuten bei 30°C im Wasserbad inkubiert. Dabei 
wurden sie alle 10 Minuten durch Vortexen gemischt. Anschließend wurden 20µl DMSO pro 
Ansatz hinzugegeben und die Ansätze für 15 Minuten bei 42°C im Wasserbad inkubiert. Alle 
7,5 Minuten wurde durch Vortexen gemischt. Die Ansätze wurden für 15 Sekunden bei 
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5414) und die Pellets in 1ml 
YPD Plus Liquid Medium resuspendiert. Die Suspensionen wurden für 90 Minuten bei 30°C 
und 190rpm inkubiert und anschließend erneut für 15 Sekunden bei maximaler 
Geschwindigkeit zentrifugiert. Die Pellets wurden in 1ml NaCl (0,9%) resuspendiert und auf 
den SD/-His/-Trp/-Leu-Agarplatten mit den verschiedenen 3-Aminotriazol-Konzentrationen 
(2.2.3.18.5) zu 100µl-Portionen in den Verdünnungen 1:10, 1:100 und 1:1000 in NaCl (0,9%) 
ausplattiert und für 5-7 Tage bei 30°C bebrütet. Die optimale 3-Aminotriazolkonzentration 
lag bei 45mM.   
 
2.2.3.19.5.3 Kotransformation von Y187-Zellen mit cDNA, pGADT7-Rec2 und 
pHIS2/Ziel-DNA 
Um Bindungspartner für den G50-Promotor im Bereich der Box2 zu finden, wurden 
kompetente Y187-Zellen mit dem Vektor pHIS2Box2 (2.1.4.3), dem Vektor pGADT7Rec2 
(2.1.4.4) und einer cDNA-Bank (2.2.3.19.3) kotransformiert. Die cDNA ligiert in den SmaI-
linearisierten Vektor pGADT7Rec2 durch homologe Rekombination an den Stellen der 
angefügten Primersequenzen (Abbildung 8).  
 
Abbildung 8: Homologe Rekombination der cDNA in den Vektor pGADT7Rec2 (Quelle: Handbuch des BD  
                        MatchmakerTM Library Contruction&Screening Kit) 
 
Sobald ein Stück cDNA, das die Sequenz eines potenziellen Bindungspartners besitzt, in den 
Vektor pGADT7Rec2 ligiert, wird ein Fusionsprotein exprimiert, das aus dem potenziellen 
Bindungspartner und der GAL4-aktivierenden Domäne des Vektors pGADT7Rec2, besteht. 
Sobald der Bindungspartner mit der Region der Box2 im Vektor pHIS2Box2 interagiert, 
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aktiviert die GAL4-Domäne die Expression von HIS3. Die transformierten Y187-Zellen 
können auf einem HIS3-Mangelmedium wachsen. Analog funktioniert das System für die 
Box3.  
Kompetente Y187-Zellen (2.2.4.19.5.1) wurden hergestellt. Die Transformation erfolgte in 
einem 14ml-Zentrifugengefäß (Becton Dickinson, USA). 
 
Standard-Reaktionsansatz: 
cDNA          20µl 
pGADT7-Rec2 (500ng/µl)         6µl 
pHIS2Box2 oder Box3 (500ng/µl)       5µg 
Herring Testes Carrier DNA, denaturiert (10mg/ml)   20µl 
Kompetente Y187      600µl 
 
Die Ansätze wurden durch Vortexen gemischt und mit 2,5ml PEG/Lithiumacetat-Lösung 
(2.1.10) versetzt. Anschließend wurde für 5 Sekunden gevortext. Eine Inkubation für 45 
Minuten bei 30°C im Wasserbad folgte. Dabei wurde alle 15 Minuten durchmischt. 
Anschließend wurden pro Ansatz 160µl DMSO hinzu geben und die Ansätze 20 Minuten bei 
42°C im Wasserbad inkubiert. Alle 10 Minuten wurde gemischt und die Ansätze 5 Minuten 
bei 700xg zentrifugiert (LabofugeGL, Heraeus Christ, Osterode), in 3ml YPD Plus Liquid 
Medium resuspendiert und danach für 90 Minuten bei 30°C und 190rpm geschüttelt. 
Anschließend wurden sie für 5 Minuten bei 700xg abzentrifugiert und in 6ml 0,9% NaCl 
resuspendiert. Die Ansätze wurden zu 100µl-Aliqouts in 1:10, 1:100 und 1:1000-
Verdünnungen in 0,9% NaCl auf SD/-His/-Trp-/-Leu + 45mM 3-Aminotriazol-Agarplatten 
ausgestrichen. Zur Kontrolle der Transformationseffizienz wurden die Ansätze ebenfalls auf 
SD/-Trp/-Leu-, SD/-Trp- und SD/-Leu-Agarplatten ausgestrichen und für 5-7 Tage bei 30°C 
bebrütet. 
 
2.2.3.19.5.4 Plasmidisolation aus Y187-Zellen 
Eine Kolonie transformierter Y187-Zellen wurde mit 500µl SD/-His/-Trp/-Leu-Medium 
verdünnt und über Nacht bei 30°C und 200rpm inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte eine 
Zentrifugation (Eppendorf Centrifuge 5403) für 5 Minuten bei 14000rpm und 
Raumtemperatur. Der Überstand wurde durch Abkippen verworfen, das Pellet in dem 
restlichen Medium (~ 50µl) resuspendiert. Zu dem Ansatz wurden 10µl Lyticase (5U/µl in 
1xTE, 2.1.7) pipettiert. Der Ansatz wurde gevortext und für 60 Minuten bei 37°C in einem 
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Thermomixer (Thermomixer 5436; Eppendorf, Hamburg) bei 250rpm inkubiert. 10µl 20% 
SDS wurden hinzu gegeben, die Ansätze für 1 Minute gevortext und anschließend 
eingefroren. Sobald sie gefroren waren, wurden sie wieder aufgetaut. Das Volumen wurde mit 
1x TE (pH 7,0) auf 200µl aufgefüllt. 200µl Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) 
wurde hinzu gegeben. Die Ansätze wurden für 5 Minuten gevortext. Anschließend erfolgte 
eine Zentrifugation bei 14000rpm für 10 Minuten. Die obere, wässrige Phase wurde in ein 
neues Eppendorf Reaktionsgefäß überführt und mit 8µl 10M Ammoniumacetat und 500µl 
eiskaltem, absoluten Ethanol versetzt. Die Ansätze wurden 1 Stunde bei -70°C inkubiert und 
anschließend für 10 Minuten bei 14000rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, 
das Pellet bei Raumtemperatur getrocknet und in 20µl Aqua bidest. resuspendiert. Die 
Lagerung erfolgte bei -20°C. 
 
2.2.3.19.5.5 ADLD-PCR mit der isolierten Plasmid-DNA 
Die isolierten Plasmide stellen ein Gemisch aus pGADT7Rec2+Insert und pHIS2+Box dar. 
Um das Insert in pGADT7Rec2 zu amplifizieren, wurde eine ADLD-PCR (activation domain 
long distance-PCR) durchgeführt. Die Primer umrahmen die Insertionsstelle. Deshalb ist es 
nicht möglich, die Größe des PCR-Produktes vorherzusagen. Die Vektoren werden 
unterschiedliche Inserts tragen (Programm s. 2.2.3.7.1) 
 
Standard-Reaktionsansatz: 
10x Puffer      5µl 
dNTPs (2,5mM/dNTP)    5µl 
H2O             33,5µl 
ADLD 5’(12,5pmol/µl; 2.1.5.1)   2µl 
ADLD 3’(12,5pmol/µl; 2.1.5.1)   2µl 
Plasmid-DNA  (50ng/µl)    1µl 
 
2.2.3.19.5.6 Retransformation der Amplifikate 
Die potenziellen Bindungspartner, die mittels PCR (2.2.3.18.5.5) amplifiziert wurden, sollen 
per Retransformation in kompetente Y187-Zellen auf ihre Bindungseigenschaften überprüft 
werden. Dazu wird analog zu Punkt 2.2.3.18.5.3 ein Reaktionsansatz pipettiert. Statt cDNA 
wird das PCR-Produkt aus der ADLD-PCR dazu gegeben. Das PCR-Produkt rekombiniert 
nun analog zu der cDNA in den SmaI-linearisierten Vektor pGADT7Rec2. 
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Standard-Reaktionsansatz: 
PCR-Produkt                  20µl 
pGADT7-Rec2 (500ng/µl)            6µl 
pHIS2Box2 oder Box3 (500ng/µl)       5µg 
Herring Testes Carrier DNA, denaturiert (10mg/ml)   20µl 
Kompetente Y187-Zellen                           600µl 
 
Die weitere Durchführung ist unter Punkt 2.2.3.18.5.3 beschrieben. 
   
2.2.3.20 Rapid amplification of cDNA ends (RACE) 
2.2.3.20.1 Herstellung spezifischer cDNA 
Zuerst wurde Gen-spezifische cDNA mit einem Primer (RACE1neuATG) hergestellt, der ca. 
300bp hinter dem ATG liegt. Die RNA wurde dazu zum Auflösen der Sekundärstrukturen 10 
Minuten bei 70°C denaturiert. Anschließend erfolgte eine 5-minütige Inkubation auf Eis. 
 
Standard-Reaktionsansatz: 
RNA                 2-5µg 
5xRT-Puffer (Invitrogen®)                  4µl 
0,1M DTT (Invitrogen®)                  2µl 
dNTPs (1,25mM pro dNTP)                  4µl 
RACE1neuATG        200-300ng 
RNase Inhibitor (40U/µl)                  1µl 
Sensiscript-RNaseH Reverse Transcriptase (200U/µl)              1µl 
Aqua bidest.             ad 20µl 
 
Eine Inkubation bei 42°C für 1 Stunde folgte. Die Inaktivierung der Reversen Transkriptase 
erfolgte bei 70°C für 15 Minuten. 
 
2.2.3.20.2 Aufreinigung der spezifischen cDNA 
Die Aufreinigung der spezifischen cDNA erfolgte mittels QIAquick PCR Purification Kit 
(Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben. 
 
2.2.3.20.3 Polyadenylierung der spezifischen cDNA 
Die Polyadenylierung erfolgte mit Hilfe der Terminalen Transferase. 
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Standard-Reaktionsansatz: 
Aufgereinigte cDNA         11µl 
5xTdT-Puffer            4µl 
1mM dATP (Roche, Mannheim)         4µl 
Terminale Transferase TdT (20U/µl)   1,25µl 
 
Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung der Terminalen 
Transferase erfolgte eine Inkubation bei 65°C für 5 Minuten. Die polyadenylierte cDNA 
wurde bei 4°C gelagert.  
 
2.2.3.20.4 Amplifikation der spezifischen cDNA mittels genspezifischer Oligonukleotide 
Die Analyse des Transkriptionsstartes von G50 erfolgte mittels nested-PCR der spezifischen 
cDNA (2.2.3.19.3). Dazu wurden Oligonukleotide verwendet, die ca. 200bp und 100bp hinter 
dem ATG liegen (2.1.5.1; RACEneuATG2, RACEneuATG3). Der 3’-Primer erkennt den 
Oligo-dT-Schwanz der polyadenylierten cDNA. Der nested-3’-Primer erkennt den anchor des 
Oligo-dT-Anchor-Primers (Abbildung 9).  
               
Abbildung 9: Prinzip des 5’ RACE (Abbildung von Roche; Handbuch 5’/3’ RACE Kit, Second Generation) 
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Somit ist es möglich ein >100bp großes Stück zu amplifizieren, das am Transkriptionsstart 
des G50-Gens beginnt. Die PCR wird, wie unter Punkt 2.2.3.7.1 beschrieben, durchgeführt. 
Die entstandenen PCR-Produkte wurden in pGlowTOPO® (Abbildung 3; 2.1.4.1) ligiert und 
in E. coli TOP10-Zellen transformiert (2.2.3.10). Die Analyse der Klone erfolgte mittels 
Plasmid-Minipräparation (2.2.3.3.1) und Sequenzierung (2.2.3.12) mit dem T7-
Sequenzierungsprimer (2.1.5.1).  
 
2.2.4 Immunologische Methoden 
2.2.4.1 Immunfluoreszenztest (IFT) 
2.2.4.1.1 Immunfluoreszenztest an Maus-Gewebeschnitten 
Die Gewebeschnitte der Maus waren in Paraffin eingebettet. Deshalb mussten die Schnitte 
vor dem Gebrauch entparaffiniert werden. Zuerst wurden die Objektträger für 20 Minuten in 
Xylol inkubiert. Dann erfolgte die Behandlung der Gewebeschnitte mit einer absteigenden 
Alkoholreihe (2x 7 Minuten in 96%-igem Ethanol, 7 Minuten in 70%-igem Ethanol und 2 
Minuten in Aqua bidest.). Dies diente der Wässerung der Gewebeschnitte. Anschließend 
wurden die Objektträger in Zitratlösung (2.1.10) für 20-40 Minuten gekocht. Nachdem die 
Objektträger in der Zitratlösung auf Raumtemperatur abgekühlt waren, wurden sie dreimal für 
5 Minuten unter leichtem Schwenken (Mini Rocking Platform, Biometra, Göttingen) in 1x 
PBS gewaschen. Die Detektion der MHV-68-Antigene erfolgte entweder über Mausserum, 
das aus einer MHV-68-infizierten Maus gewonnen wurde oder mit dem Kaninchen-Anti-
MHV-68-Antikörper (Tabelle 2).  
Das Mausserum wurde 1:20 mit 1x PBS verdünnt und in einem Volumen von 200µl auf den 
Objektträger aufgetragen. Eine Inkubation für 30 Minuten bei 37°C in einer feuchten Kammer 
erfolgte. Nach der Inkubation wurde der Objektträger dreimal für 5 Minuten unter leichtem 
Schwenken (Mini Rocking Platform, Biometra, Göttingen) in 1x PBS gewaschen. Der 2. 
Antikörper, Ziege-Anti-Mausimmunglobulin, wurde 1:100 mit 1x PBS verdünnt und zu 200µl 
auf den Objektträger aufgetragen. Eine Inkubation für 30 Minuten bei 37°C erfolgte in einer 
feuchten Kammer. Anschließend wurde der Objektträger erneut gewaschen. Der 3. 
Antikörper, Kaninchen-Anti-Ziege FITC, wurde 1:30 mit 1x PBS verdünnt und ebenfalls zu 
200µl verteilt. Die Inkubation erfolgte erneut für 30 Minuten bei 37°C in der feuchten 
Kammer. Anschließend wurde der Objektträger zweimal in 1x PBS gewaschen. Zur 
Gegenfärbung des Gewebes wurde der Objektträger für 10 Minuten unter leichtem 
Schwenken (Mini Rocking Platform, Biometra, Göttingen) in 1x PBS mit 50µl 
Kontrastfarbstoff „Evans Blue“ (Sigma, Deisenhofen) gewaschen. Anschließend wurde der 
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Objektträger mit Anti-Fading-Reagenz (Einschlussmedium = gepufferte Glycerinlösung, 
erhält die Fluoreszenz; BAG, Lich) eingedeckt und bei -20°C im Dunkeln gelagert. Die 
Auswertung erfolgte mit einem UV-Mikroskop (Axioskop; Zeiss, Jena). 
 
  Verdünnungen in PBS Menge/Feld 
Primärantikörper Kaninchen-Anti-MHV-68 
oder 
Maus-Serum 
1:128 
 
1:20 
10 µl 
 
10 µl 
Sekundärantikörper Swine-Anti-Rabbit-IgG, 
FITC-markiert  
oder 
Ziege-Anti-
Mausimmunglobulin 
1:20 
 
 
1:100 
10 µl 
 
 
10µl 
Tertiärantikörper Kaninchen-Anti-Ziege 
FITC 
1:30 10µl 
Tabelle 2: Antikörper zum Nachweis von MHV-68-Antigenen 
 
2.2.4.2 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) 
Die Durchflusszytometrie (FACS = Fluorescence activated cell sorter) ist eine Methode zur 
Analyse von Einzelzellen in Suspension auf der Grundlage von Fluoreszenz- und 
Streulichteigenschaften. Dazu werden die Zellen mit konstanter Geschwindigkeit durch ein 
unter Druck stehendes Flüssigkeitssystem geleitet und einzeln an einem Laser vorbeigeführt. 
Das Vorwärtsstreulicht (forward scatter = FSC, Abbildung 10) ist der größte Teil des 
auftreffenden Lichts und beschreibt die Größe der Zelle. Kleine Zellen streuen weniger Licht 
als große Zellen. Das Seitwärststreulicht (side scatter  = SSC, Abbildung 11) fällt im rechten 
Winkel auf die Zellen und ist ein Maß für die Granularität der Zellen.  
                  
Abbildung 10: Forward scatter          Abbildung 11: Side scatter 
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Darüber hinaus kann der Laser Chromogen-markierte Antikörper auf Zelloberflächen oder 
das grün-fluoreszierende Protein (GFP) zur Emittierung von Lichtquanten anregen. Die 
Durchflusszytometrie wurde mit dem FACSCalibur-Analyse-Gerät (Becton Dickinson, 
Heidelberg) durchgeführt. 
Die zuvor mit GFP-Expressionsvektoren transfizierten Zellen (2.2.3.14.1) wurden in FACS-
Analyse-Röhrchen überführt und für 5 Minuten bei 1700rpm zentrifugiert (Centrifuge 5415C; 
Eppendorf, Hamburg). Das Pellet wurde einmal mit 2ml sterilfiltriertem PBS für 5 Minuten 
bei 1300rpm gewaschen und anschließend in 450µl sterilfiltriertem PBS resuspendiert. Die 
Sterilfiltration dient dazu ausgefallene Salze aus dem PBS zu entfernen, damit diese das 
FACS-Gerät nicht blockieren. Die Messung im FACSCalibur erfolgte bis zur Akkumulation 
von 30000 Zellen.      
 
2.2.4.3 Immunhistochemische Färbung von Maus-Organ-Schnitten 
Die Immunhistochemie dient zum Nachweis entzündlicher Infiltrate in Geweben und der 
genauen Spezifizierung der infiltrierenden Immunzellen. Durch verschiedene Antikörper kann 
man zum einen Leukozyten allgemein nachweisen (anti-CD45), zum anderen kann man 
zwischen B- (anti-CD45R) und T-Zellen (anti-CD4 und anti-CD8) unterscheiden. Hier wurde 
der anti-CD45-Antikörper zum Nachweis aller Leukozyten im Gewebe benutzt.  
Die Immunhistochemie wurde nach Herstellerangaben des ABC-Kits (Vectastain) 
durchgeführt. Die in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte der Maus wurden eine Stunde bei 
64°C im Wärmeschrank entparaffiniert. Anschließend erfolgte eine absteigende Alkoholreihe 
zum Wässern der Schnitte. Die erste Inkubation erfolgte 10 Minuten in Xylol. Dies dient dem 
Entfernen von Paraffinresten. Danach wurden die Gewebeschnitte 2x 2 Minuten in 96%-igem 
Ethanol (absolut), 2 Minuten in 92%-igem Ethanol, 2 Minuten in 67%-igem Ethanol und zum 
Schluss 2 Minuten in 1x PBS (pH 7,4) inkubiert. Zum Abblocken unspezifischer 
Bindungstellen wurden die Gewebeschnitte für 30 Minuten in einem endogenen 
Peroxidaseblock inkubiert. Nach dieser Inkubation erfolgten drei 5-minütige Waschschritte in 
1x PBS (pH 7,4). Zum Öffnen der Bindungsstellen des ersten Antikörpers wurden die 
Gewebeschnitte für 10 Minuten in der Mikrowelle mit 0,2%-igem Zitratpuffer (pH 6,0) 
gekocht. Nach dem Abkühlen erfolgten erneut zwei 5-minütige Waschschritte in 1x PBS (pH 
7,4). Zum Abblocken von unspezifischen Bindungsstellen des Sekundärantikörpers wurden 
die Gewebeschnitte für eine Stunde in einem Serumblock inkubiert. Der Serumblock basiert 
auf dem Serum der Spezies, aus der der Sekundärantikörper hergestellt wurde. Nach diesem 
Schritt erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper Ratte-anti-CD45 (1:100 in 
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Antibodydiluent) für 16 Stunden in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur. Es wurden 
250µl/Schnitt aufgetragen. 
Nach der Inkubation erfolgten drei 5-minütige Waschschritte in 1x PBS (pH 7,4). Zur 
Detektion des Primärantikörpers wurde der Peroxidase-markierte Sekundärantikörper Anti-
Ratte (2.1.6) 1:500 mit Antibodydiluent verdünnt und zu 250µl/Schnitt aufgetragen. Es wurde 
eine Stunde bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Danach erfolgten 
erneut drei 5-minütige Waschschritte in 1x PBS (pH 7,4), um ungebundene Antikörper zu 
erntfernen. Zur Öffnung der Färbebindungsstellen der Peroxidase wurden die Schnitte eine 
Stunde mit 250µl/Schnitt ABC-Komplex in einer feuchten Kammer inkubiert. Anschließend 
wurde dreimal 5 Minuten mit 1x PBS (pH 7,4) gewaschen und zur Detektion des Peroxidase-
markierten Sekundärantikörpers 4 Minuten mit Diaminobenzidinhydrochlorid (DAB, 
0,5mg/ml; 2.1.10) inkubiert. DAB ist das Substrat der Peroxidase. Durch die Umsetzung wird 
ein brauner Farbstoff hergestellt. Zur Entfernung des DAB wurde dreimal 5 Minuten in 1x 
PBS (pH 7,4) und 1 Minute in Aqua bidest. gewaschen. Zur Gegenfärbung der 
Gewebeschnitte wurden sie 2 Minuten in Hämalaun (4%, 2.1.10) inkubiert. Hämalaun färbt 
die Zellkerne der Gewebezellen blau. Nach dieser Inkubation wurden die Gewebeschnitte 
noch 5 Minuten in Aqua bidest. gebläut und anschließend die Schnitte durch eine 
aufsteigende Alkoholreihe mit 67%-igem Ethanol für 30 Sekunden, 92%-igem Ethanol für 30 
Sekunden und 96%-igem Ethanol für 30 Sekunden entwässert. Die Gewebeschnitte wurden 
2x 3 Minuten in Xylol inkubiert und mit Eindeckmedium eingedeckt. Die Auswertung 
erfolgte mit dem Lichtmikroskop. 
Soweit nicht anderes angegeben, erfolgten alle Waschschritte in Küvetten und bei 
Raumtemperatur. 
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3         Ergebnisse 
 
Ziel dieser Arbeit ist es, die Regulation des G50-Promotors aus MHV-68 zu untersuchen. 
Deshalb sollten ausgewählte Bereiche des G50-Promotors vor den Grundpromotor (-135bp 
vor dem ATG, [Kuropka, 2004]) kloniert und mutagenisiert werden, um ihre Funktion zu 
testen. Für Bereiche mit Funktion sollten dann mit Hilfe des Yeast One Hybrid-Systems 
Bindungspartner gefunden werden, die für die Funktion verantwortlich sind.  
Eine weitere Aufgabe ist die Untersuchung der Kinetik des Eindringens von MHV-68 in das 
ZNS von BALB/c-Mäusen und der davon ausgelösten Immunreaktion. 
Eine antivirale und verschiedene immunmodulatorische Substanzen sollen auf ihre Wirkung 
bezüglich der DNA-Syntheserate der MHV-68-positiven Zelllinie LymphoMHV-68 und der 
Virusaktivität von MHV-68 untersucht werden.  
 
3.1 Untersuchungen zur Aktivität des Promotors des MHV-68 kodierten ORF 50 
3.1.1 Analyse der regulatorischen Elemente des G50-Promotors  
Um den G50-Promotor zu untersuchen, wurden im Rahmen von Vorarbeiten Subfragmente 
des Promotors durch PCR generiert und als transkriptionelle Fusion mit dem ORF für das 
grün-fluoreszierende Protein (GFP) in den Reportergenvektor pGlowTOPO® kloniert. Die 
Vektorderivate wurden in Zellen der Zelllinie LymphoMHV-68 transfiziert und 
durchflusszytometrisch bezüglich der Expression des Reportergens GFP analysiert. Dabei 
konnten die Promotoraktivität des Gesamtfragmentes bewiesen und unterschiedliche 
regulatorische Regionen im Bereich 613 bis 260 vor dem Translationsstart lokalisiert werden 
[Kuropka, 2004] (Abbildung 12). 
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Um die Funktionen dieser unterschiedlichen regulatorischen Bereiche genauer zu 
untersuchen, sollten diese Regionen vor den Grundpromotor (Vektor pGlowG50ND6, 135bp 
vor dem ATG, 2.1.4.8) kloniert (2.2.3.18) und mutagenisiert (2.2.3.14) werden. Die 
entstandenen Vektoren sollten durchflusszytometrisch (2.2.4.2) auf ihre regulatorischen 
Eigenschaften untersucht werden. Bei Funktionsverlust durch Mutagenese kann die 
entsprechende Funktion dem betrachteten Bereich zugeordnet werden. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Regionen 2.1, 2.2 und 3 aus Abbildung 12 durch PCR 
(2.2.3.7.1) amplifiziert. Dabei wurden Primer verwendet, die am 5’-Ende des Amplifikats 
eine KpnI-Schnittstelle und am 3’-Ende eine SpeI-Schnittstelle einfügten. Die Amplifikate 
wurden zuerst mit KpnI und anschließend mit SpeI restringiert. Der Vektor pGlowND6 
(2.1.4.8), der die proximalen 135bp des G50-Promotors ohne regulatorische Regionen enthält, 
wurde ebenfalls mit diesen beiden Restriktionsenzymen behandelt. Eine Ligation (2.2.3.18) 
des Vektors pGlowND6/135bp und der Amplifikate folgte. Die Ligationsprodukte wurden in 
E. coli PIR1 transformiert (2.2.3.9) und selektierte Klone durch Plasmid-Minipräparation 
(2.2.3.3.1) und BglII-Restriktion analysiert (2.2.3.11). Durch dieses Vorgehen konnten Klone 
identifiziert werden, die das gewünschte Insert enthielten. Um die Orientierung des Inserts zu 
bestimmen, wurden die Produkte sequenziert (2.2.3.12). Klone mit der korrekten Orientierung 
wurden identifiziert. Zur Vervielfältigung der DNA wurde eine Plasmid-Maxipräparation 
(2.2.3.3.2) durchgeführt. Durch dieses Vorgehen entstanden die Vektoren pGlowND6Box1, 
pGlowND6Box2 und pGlowND6Box3 (Abbildung 13). 
 
ATG G50 
ATG G50 
ATG G50 
ATG G50 
ATG G50 
ATG G50 
ATG G50 
 
+1 
-1170bp 
-634bp 
-613bp 
-507bp 
-389bp 
-260bp 
-135bp 
pGlowG50Prom 
pGlowG50PromKpnI 
pGlowG50ND2 
pGlowG50ND3 
pGlowG50ND4 
pGlowG50ND5 
pGlowG50ND6 
1 
2.1 
3 
2.2 
Abbildung 12: Darstellung regulatorisch wichtiger Elemente des G50-Promotors aus MHV-68 [Kuropka, 2004] 
                          1 = Promotorregion, die durch TPA, Anti-IgM und virale Superinfektion induzierbar ist 
                          2 = Promotorregion, die durch TPA und Anti-IgM induzierbar ist 
                          3 = Promotorregion, die durch TPA und Anti-IgM supprimiert wird 
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der Vektoren pGlowND6/Box1, pGlowND6/Box2 und pGlowND6/Box3 
 
Zellen der Zelllinie LymphoMHV-68 wurden transient mit den Vektoren pGlowND6Box1, 
pGlowND6Box2 und pGlowND6Box3 (Abbildung 13) transfiziert (2.2.3.15.1). Mit 
verschiedenen Stimuli (TPA, Anti-IgM und Superinfektion durch MHV-68, 2.2.3.16) wurden 
die transfizierten Zellen auf Induzierbarkeit der GFP-Expression getestet. Die Analyse 
erfolgte durch durchflusszytometrische Bestimmungen der Expression von GFP (2.2.4.2). 
Dabei konnte die Promotorgrundaktivität reproduziert und in der integrierenden 
Histogrammplot-Darstellung visualisiert werden (Abbildung 16A). In diesem 
Darstellungsmodus ergaben sich keine Hinweise auf eine Induktion durch TPA, Anti-IgM und 
Superinfektion mit MHV-68. Betrachtet man die Experimente jedoch in der DotPlot-
Darstellung (Abbildung 17A und B, G4 = blaue Population), kann über die Veränderungen in 
der Zusammensetzung der Populationen eine Induktion durch die o.g. Stimuli nachgewiesen 
werden. Für pGlowND6/Box1 (Region 2.1; Abbildung 13) ist eine Induzierbarkeit durch 
Zugabe von TPA und Anti-IgM nachweisbar (Tabelle 3). Bei pGlowND6/Box2 (Region 3 + 
2.2; Abbildung 13) hat keine der o.g. Verfahren Einfluss auf die Expression von GFP (Tabelle 
3). Box2 beinhaltet die Region 2.2 (Abbildung 13), die induzierend durch Zugabe von TPA 
und Anti-IgM wirkt wie auch die Region 3, die in der Voruntersuchung als reprimierend 
identifiziert wurde. pGlowND6/Box3 (Region 2.2; Abbildung 13) ist durch Zugabe von TPA, 
Anti-IgM und durch Superinfektion mit MHV-68-Suspension induzierbar (Tabelle 3).  
Die aufgrund von Studien an Verkürzungen des Gesamtpromotors postulierten 
regulatorischen Effekte [Kuropka, 2004] wurden durch die Experimente mit den isolierten 
Promotorabschnitten (Abbildung 13) verifiziert. 
 
 
Box1 (Region 2.1, 66141bp-66259bp) 
 (Abbildung 12)  G50 ATG  
-135bp 
Box3 (Region 2.2, 66397bp-66534bp)  
(Abbildung 12)  G50 ATG  
-135bp 
-135bp 
 Box2 (Region 3+2.2, 66251bp-66534bp) 
(Abbildung 12)  G50 ATG  
pGlowND6Box1 
pGlowND6Box2 
pGlowND6Box3 
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 TPA Anti-IgM Superinfektion 
pGlowND6/Box1 + + - 
pGlowND6Box2 - - - 
pGlowND6Box3 + + + 
Tabelle 3: Induzierbarkeit der Vektoren durch verschiedene Stimuli; +  = induzierbar, - = nicht induzierbar 
 
3.1.2 Mutagenese der regulatorischen Elemente des G50-Promotors 
Regulatorisch wichtige Bereiche wurden auf den entsprechenden Promotorstücken Box1, 
Box2 und Box3 des G50-Promotors identifiziert und sollten räumlich eingegrenzt werden. 
Dazu wurden mit Hilfe des Programms AliBABA2.1 Konsensussequenzen von 
Transkriptionsfaktoren gesucht. Interessant waren Bereiche, die viele potenzielle 
Bindungspartner hatten. Diese Bereiche sollten durch Mutagenese zerstört werden, so dass 
potenzielle Bindungspartner nach der Mutagenese keine oder nur sehr schwache 
Bindungsstellen vorfinden. Sollte die Mutagenese zu einem Funktionsverlust des 
ausgewählten Sequenzbereiches führen, ist nachgewiesen, dass der mutierte Sequenzbereich 
für die regulatorische Funktion des entsprechenden Promotorabschnittes verantwortlich ist. 
Mit diesem Wissen lassen sich die jeweiligen Bindungsproteine identifizieren.  
Im Bereich des Promotorabschnittes Box1 wurde ein Abschnitt für die Mutagenese 
ausgewählt, der Konsensussequenzen, z.B. für die Transkriptionsfaktoren AP1 und Oct-1, 
enthielt (Position 66176-66194), im Bereich Box2 ein Abschnitt, der Konsensussequenzen für 
z.B. ICSBP und SRF enthielt (Position 66322-66344) und im Bereich Box3 ein Abschnitt, der 
Konsensussequenzen, z.B. für C/EBPalp und GR, enthielt (Position 66479-66500). Der 
zentrale Bereich der ausgewählten Abschnitte wurde mit Hilfe des QuikChange® Site-
Directed Mutagenesis Kit von Stratagene durch den Austausch von 4 Basen mutagenisiert 
(2.2.3.14, Abbildung 15).  
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Abbildung 14: Prinzip des QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit; Quelle: Stratagene  
 
Das Prinzip des QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit basiert auf einer universellen 
PCR, die für alle Reaktionen mit einem identischen Amplifikationsprotokoll zur 
Amplifikation des vollständigen Matrizenvektors führt (Abbildung 14). Primer wurden 
ausgewählt, die an definierten Stellen, also in den ausgewählten Promotorbereichen, zu einem 
Austausch von 2-4 Basen (Abbildung 15) führten. Anschließend erfolgte eine Restriktion mit 
dem Restriktionsenzym DpnI. Dieses Enzym daut methylierte DNA-Stränge, in diesem Fall 
die parentalen Stränge nach der PCR (Abbildung 14), ab. Die Matrizen-DNA ist methyliert, 
das mutagenisierte Amplifikat hingegen nicht. Durch die DpnI-Behandlung bleibt nur nicht 
methyliertes Amplifikat übrig. E. coli XL-1 Supercompetent Cells wurden mit dem 
Reaktionsprodukt transformiert (2.2.3.10.3). Diese Bakterien können nur unmethylierte DNA 
replizieren. Damit war sichergestellt, dass nur Transformanden selektiert wurden, die den 
Vektor mit mutagenisierten Zielsequenzen enthielten. 
 
 
 
 
 
 
 
1.Herstellung des mutagenisierten Stranges  
   durch PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. DpnI-Restriktion der parentalen methylierten  
    und hemimethylierten DNA 
 
 
3. Transformation der mutierten Vektoren 
     in E. coli zum nick repair 
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Abbildung 15: Übersicht der unveränderten und veränderten Sequenzen des G50-Promotors in den Sequenz- 
                          bereichen Box1, Box2 und Box3; Farbig markierte Bereiche = Sequenzmotive (durch AliBABA 2.1   
                          identifiziert); Rot- und lila-markierte Basen = mutagenisierte Bereiche der Konsensussequenzen 
 
 
 
 
pGlowND6Box1: 
 
pGlowND6Box1AP1, 
pGlowND6Box1Oct-1: 
-510bp vor dem ATG (Position: 66141-66250) 
       AP1       Oct-1 
gtcagggatt cagccaacaa ttcacagttc 
tcacagtcac atgaatattc tatcagatcc 
ttcaatctag cagccactgt tgcaaacatt  
tcatccactg   taaaagctgg  
-510bp vor dem ATG (Position: 66141-66250) 
     AP1      Oct-1 
gtcagggatt cagccaacaa ttcacagttc 
tcacaactgc atgccgcttc tatcagatcc 
ttcaatctag cagccactgt tgcaaacatt  
tcatccactg   taaaagctgg  
pGlowND6Box2: 
 
pGlowND6Box2ICSBP, 
pGlowND6Box2SRF: 
-225bp vor dem ATG (Position: 66251-66534) 
                ICSBP          SRF 
tgaggctggg aagttatgaa aaaataagag 
ctggcacaca aagaaggcag cacttagcac 
ctcattacag ttttcatttt caggccattt 
atgaacagaa ggcaacttct tgaacagagt 
gagaagggca ggcacataac aaaattccct 
ggaatcatag atttttttag catctgccac 
gacctgagat atatcagtac aatttgaaag 
attcttaagt atgttcataa atttctcata 
ctgttccttt tctctgtcag atgtgaccat 
gagaattgaa   acct  
-225bp vor dem ATG (Position: 66251-66534) 
               ICSBP       SRF                   
tgaggctggg aagttatgaa aaaataagag 
ctggcacaca aagaaggcag cacttagcac 
ctcattacag ttttcaggcg caggggggtt 
atgaacagaa ggcaacttct tgaacagagt 
gagaagggca ggcacataac aaaattccct 
ggaatcatag atttttttag catctgccac 
gacctgagat atatcagtac aatttgaaag 
attcttaagt atgttcataa atttctcata 
ctgttccttt tctctgtcag atgtgaccat 
gagaattgaa   acct  
pGlowND6Box3: 
 
pGlowND6Box3C/EBPalp: 
pGlowND6Box3GR: 
-225bp vor dem ATG (Position: 66397-66534) 
      C/EBPalp              GR               
      ccct ggaatcatag atttttttag 
catctgccac gacctgagat atatcagtac 
aatttgaaag attcttaagt atgttcataa 
atttctcata ctgttccttt tctctgtcag 
atgtgaccat   gagaattgaa   acct  
-225bp vor dem ATG (Position: 66397-66534) 
            GR             C/EBPalp             
      ccct ggaatcatag atttttttag 
catctgccac gacctgagat atatcagtac 
aatttgaaag attcttaagt atgttgggga 
atttctcata gtgctccttt tctctgtcag 
atgtgaccat   gagaattgaa   acct  
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In Abbildung 15 ist eine Übersicht der Veränderungen im G50-Promotor und der aus dem 
Mutageneseprozess resultierenden Vektoren pGlowND6Box1AP1, pGlowND6Box1Oct1, 
pGlowND6Box2SRF, pGlowND6Box2ISCBP, pGlowND6Box3GR und pGlowND6Box3-
C/EBPalp dargestellt. Zellen der Zelllinie LymphoMHV-68 wurden mit diesen Vektoren 
transfiziert (2.2.3.14.1) und nach 24 Stunden durchflusszytometrisch (2.2.4.2) analysiert. 
 
Abbildung 16: Exemplarische Darstellung eines Histogrammplots ohne erkennbare Induktion durch TPA, Anti-IgM  
          und Superinfektion; A: pGlowND6Box1; B: pGlowND2AP1 
 
Anhand der Histogramm-Darstellung (Abbildung 16, exemplarisch für die Vektoren 
pGlowND6Box1(A) und pGlowND2AP1(B)) ist für keinen der untersuchten Vektoren eine 
Induktion der GFP-Expression durch einen verwendeten Stimulus erkennbar, d.h. es gibt 
keine Rechtsverschiebung der mit TPA (rosa Linie), Anti-IgM (hellblaue Linie) und 
Superinfektion (orange Linie) behandelten Zellen im Vergleich zu den nicht induzierten 
Zellen (dunkelblaue Linie). Es ist ebenfalls keine Änderung zwischen den Ausgangsvektoren 
und ihren mutagenisierten Gegenstücken erkennbar. Promotorgrundaktivität ist in jedem Fall 
nachweisbar. 
In der Histogramm-Darstellung geht die Information der einzelnen Zelle verloren, es wird 
vielmehr ein Querschnitt aller Zellen dargestellt. Um nun die Informationen der einzelnen 
Zellen bzw. der einzelnen Populationen zu analysieren, wurde die Dot Plot-Darstellung 
betrachtet (Abbildung 17). 
  
 
Zellen 
 Metafectene 
 TPA  
 Anti-IgM 
 Superinfiziert 
 Ohne 
 pEGFP 
 
pcDNA3.1 
 
A 
B 
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Werden die genutzten Vektoren auf Basis der Dot Plot-Darstellung (Abbildung 17) analysiert, 
ist zu erkennen, dass die Mutationen Einfluss auf die regulatorische Funktion der 
Promotorabschnitte haben (Abbildung 15). Exemplarisch wird hier die Untersuchung der 
Vektoren pGlowND6Box3 und pGlowND6Box3C/EBPalp in der Dot Plot-Darstellung 
aufgezeigt. Die Abbildung macht deutlich, dass die in pGlowND6Box3C/EBPalp eingeführte 
Mutation zum Verlust der Induktionsfähigkeit durch TPA führt. Sogar die Grundaktivität des 
Promotors verringert sich um den Faktor 3. Die Einzelergebnisse für alle Konstrukte sind in 
Tabelle 4 dargestellt. Die Zahlenwerte in Tabelle 4 leiten sich nur von Gate 4 (Abbildung 17) 
ab. Die Größe dieser Population ändert sich bei der Transfektion der hier eingesetzten 
Vektoren am auffälligsten. Es wurden mehrere Gates gelegt, um die Bewegung der Zellen in 
allen Populationen zu beobachten. Auffällig ist die Verminderung der schwach GFP-
exprimierenden bzw. hintergrundfluoreszierenden Zellen in den Gates 2 und 3 bei 
gleichzeitiger Zunahme der sehr kleinen stark fluoreszierenden Zellen in Gate 4. Um zu 
prüfen, ob es sich bei den kleinen Zellen in Gate 4 um lebende Zellen handelt, wurde eine 
andere Darstellung des Dot Plots gewählt. In dieser Darstellung wird der Side Scatter gegen 
den Forward Scatter betrachtet (Abbildung 18).  
A B 
C D 
G = 4078 G = 1674  
G = 574  G = 515 
Abbildung 17: Exemplarische Darstellung von Dot Plots;  
                         A: pGlowND6Box3 mit 20ng/ml TPA induziert; B:  pGlowND6Box3 nicht induziert;  
                         C: pGlowND6Box3C/EBPalp mit 20ng/ml TPA induziert; D: pGlowND6Box3C/EBPalp nicht  
                         induziert; G1 = rot; G2 = grün; G3 = rosa; G4 = blau; G = G4  
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Abbildung 18: Dot Plot-Darstellung von pGlowND6Box3-transfizierten LymphoMHV-68-Zellen ohne Induktion 
            G1 = rot; G2 = grün; G3 = rosa; G4 = blau; G = G4  
 
Anhand von Abbildung 18 ist erkennbar, dass es sich nicht um tote Zellen handelt, die toten 
Zellen grenzen sich klar ab. Es handelt sich vorwiegend um kleine Zellen, die GFP 
exprimieren. 
Die in Tabelle 4 dargestellten Einzelergebnisse zeigen darüber hinaus, dass der im Vektor 
pGlowND6Box3GR veränderte Sequenzbereich ebenfalls zur Induktion durch TPA beiträgt. 
Die Promotor-Grundaktivität des Vektors pGlowND6Box3GR geht gegenüber dem Vektor 
pGlowND6Box3 ebenfalls zurück, hier um den Faktor 2. Also scheint die summarische 
Induktionsfähigkeit für TPA über C/EBPalp und GR-bindende Faktoren reguliert zu sein. 
Anhand der Tabelle 4 ist zu erkennen, dass im Fall der Box1 eine Induktion der GFP-
Expression des Vektors pGlowND6Box1 durch TPA und leicht durch Anti-IgM ausgelöst 
werden kann. Zerstört man das Motiv AP1, so verringert sich die Grundaktivität des Vektors 
pGlowND6Box1 um den Faktor 6,4. Eine Induktion der GFP-Expression durch TPA und 
Anti-IgM bleibt erhalten. Wird das Motiv Oct-1 zerstört, sinkt die Grundaktivität des Vektors 
pGlowND6Box1Oct-1 gegenüber dem nicht mutagenisierten Vektor pGlowND6Box1 um den 
Faktor 19,8. Die Induktionsfähigkeit der GFP-Expression durch Anti-IgM und TPA geht bei 
diesem Vektor vollständig verloren. 
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Vektor Funktion des 
Promotorabschnitts 
Metafectene- 
Kontrolle 
Grundaktivität TPA Anti-
IgM 
Superinfektion 
pGlowND6Box1 149 3066 6266 4317 3741 
pGlowND6Box1AP1 144 480 1238 1026 497 
pGlowND6Box1Oct-1 
Induzierbarkeit 
durch 
TPA und Anti-IgM 125 155 128 103 206 
pGlowND6Box2 113 211 204 176 254 
pGlowND6Box2ICSBP 15 555 460 384 798 
pGlowND6Box2SRF 
Keine Induzier-
barkeit durch TPA 
und Anti-IgM; 
reprimierender 
Einfluss 
83 2131 3876 3104 1722 
pGlowND6Box3 62 1674 4078 1067 1790 
pGlowND6Box3C/EBPalp 185 515 574 481 525 
pGlowND6Box3GR 125 843 593 810 891 
pGlowG50ND2 163 857 1547 905 1009 
pGlowG50ND2AP1 71 10593 8718 9582 8288 
pGlowG50ND2Oct-1 
 
 
Induzierbarkeit 
durch 
TPA und Anti-IgM 
49 780 546 746 514 
 
Tabelle 4: Exemplarische Darstellung der Median-Werte (n = 9) 
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Also scheint die Induktionsfähigkeit für TPA und Anti-IgM allein über Oct-1-bindende 
Faktoren reguliert zu sein. 
Für den Vektor pGlowND6Box2 kann keine Induzierbarkeit der GFP-Expression durch die 
verwendeten Stimuli detektiert werden (Tabelle 4). Wird das Motiv ICSBP zerstört, so ist 
durch Superinfektion eine leichte Induktion messbar. Die Grundaktivität des Vektors 
pGlowND6Box2ICSBP steigt im Gegensatz zu dem nicht mutierten Vektor um den Faktor 2. 
Die Zerstörung des Motivs SRF führt zu einer Steigerung der Grundaktivität um das 10-
Fache. Außerdem kann die GFP-Expression durch TPA und Anti-IgM induziert werden. Die 
Induzierbarkeit durch Superinfektion scheint durch das Motiv ICSBP reguliert zu sein, die 
Induzierbarkeit durch TPA und Anti-IgM durch das Motiv SRF. 
Die regulatorischen Elemente des G50-Promotors wurden in diesen Fällen fast isoliert 
betrachtet. Die gesamte Regulation des Promotors wurde durch die Subklonierung dieser 
Bereiche vor den Grundpromotor des Gens G50 verhindert. Um nun die Auswirkung des 
gesamten Promotors auf die regulatorischen Bereiche zu untersuchen, sollten die 
identifizierten Motive in dem Vektor pGlowG50ND2 mutagenisiert werden. Dieser Vektor 
enthält die regulatorisch wichtigen Regionen des gesamten G50-Promotors aus MHV-68 
(Abbildung 12, 3.1.1). Zur Untersuchung wurden exemplarisch die Regionen AP1 und Oct-1, 
die im Bereich der Box1 liegen, mutagenisiert (2.2.3.13), in LymphoMHV-68-Zellen 
transfiziert und nach 24 Stunden durchflusszytometrisch (2.2.4.2) analysiert. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt. Betrachtet man den nicht mutagenisierten Vektor 
pGlowG50ND2, so erkennt man, dass eine Induktion der GFP-Expression durch die Zugabe 
von TPA und Superinfektion erreicht werden kann. Mutagenisiert man das Motiv AP1 so 
steigt die Grundaktivität des Vektors pGlowG50ND2AP1 um das 12-Fache an. Dieses Motiv 
scheint im Gesamtzusammenhang eine reprimierende Wirkung auf die Aktivität des 
Promotors auszuüben. Die Induzierbarkeit der GFP-Expression durch TPA und 
Superinfektion geht verloren. Durch die Zerstörung des Motivs Oct-1 bleibt die 
Grundaktivität im Vergleich zu dem nicht mutagenisierten Promotor gleich. Jedoch geht die 
Induzierbarkeit der GFP-Expression durch die o.g. Stimuli verloren. AP1 scheint im 
Gesamtzusammenhang eine reprimierende Wirkung auf die Aktivität des Promotors 
auszuüben. Oct-1 reguliert hier ebenfalls die Induzierbarkeit durch TPA. Da sich die 
Auswirkungen im Gesamtzusammenhang nicht wesentlich unterschieden haben, wurde auf 
die Mutagenese der anderen Motive verzichtet. 
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3.1.3 Identifizierung der potenziellen Bindungspartner der G50-Promotorbereiche Box1, 
Box2 und Box3 
Regulatorische Bereiche konnten in den G50-Promotorbereichen Box1, Box2 und Box3 durch 
Mutagenese identifiziert werden. Durch die Mutagenese war es möglich, diese Bereiche 
räumlich einzugrenzen. Zur Identifizierung potenzieller direkter Bindungspartner der G50-
Promotorbereiche Box1, Box2 und Box3 aus MHV-68 wurde das Yeast One Hybrid-System 
(2.2.3.19) benutzt.  
Um Bindungspartner identifizieren zu können, mussten die durch Mutagenese identifizierten 
Abschnitte innerhalb der Promotorbereiche Box1, 2 und 3 (Abbildung 15, 3.1.1) in den 
Vektor pHIS2 kloniert werden (Abbildung 19). Dieser Vektor kodiert für eine 
Kanamycinresistenz und das Reportergen HIS3. Ohne eine HIS3-Expression sind Hefen des 
Stammes Saccharomyces cerevisiae Y187 nicht in der Lage zu wachsen. Es handelt sich 
hierbei um einen Selektionsmarker. Die Sequenzen, deren Bindungspartner gefunden werden 
sollten, werden als Dreifachwiederholung vor das HIS3-Gen kloniert (Tabelle 5).  
 
Abbildung 19: Prinzip des Yeast One Hybrid-Systems; E = Dreichfachwiederholung der gewünschten Sequenz; 
        DNA-BD = DNA-Bindungsdomäne; AD = aktivierende Domäne 
 
Um die Sequenztripletts in den Vektor pHIS2 klonieren zu können, mussten am Ende der 
Sequenzen die Schnittstellen für die Enzyme EcoRI und SacI eingefügt werden (Tabelle 5 
blaue Kennzeichnung). 
 
 
 
 
 
 
 
DNA-BD entsteht aus 
dem Vektor 
HIS3-Gen Vektor pHIS2 mit den integrierten Boxen 
entsteht aus 
d m Vektor 
pGADT7-Rec 
und der cDNA-
Bibliothek 
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Name Sequenz 
YOH-
Box1 
(Region 
2.1) 
Sense:  
cccgcccgaattctcacagtcacatggaatattctcacagtcacatggaatattctcacagtcacatggaatattcgagctccccgccc 
Antisense: 
gggcggggagctcgaatattccatgtgactgtgagaatattccatgtgactgtgagaatattccatgtgactgtgagaattcgggcggg 
YOH-
Box2 
(Region 
3 + 2.2) 
Sense: 
gaattcgttttcattttcaggccatttatggttttcattttcaggccatttatggttttcattttcaggccatttatggagctc 
Antisense: 
gagctccataaatggcctgaaaatgaaaaccataaatggcctgaaaatgaaaaccataaatggcctgaaaatgaaaacgaattc 
YOH-
Box3 
(Region 
2.2) 
Sense: 
gaattcgtatgttcataaatttctcatactgttccttttcgtatgttcataaatttctcatactgttccttttcgtatgttcataaatttctcatactgttccttttcgagctc 
Antisense: 
gagctcgaaaaggaacagtatgagaaatttatgaacatacgaaaaggaacagtatgagaaatttatgaacatacgaaaaggaacagtatgagaaatttatgaacatacgaaaaggaattc 
Tabelle 5: Sequenzen der zu klonierenden Sequenztripletts; YOH = Yeast One Hybrid; Triple-Sequenzen farbig markiert 
 
Die Oligonukleotide, die die Sequenztripletts in sense- bzw. antisense-Orientierung enthielten 
(Tabelle 5), wurden miteinander hybridisiert und die Hybridisierungsprodukte mit den 
Enzymen EcoRI und SacI restringiert. Die Produkte wurden in den EcoRI- und SacI-
linearisierten und gelaufgereinigten (2.2.3.8) Vektor pHIS2 kloniert. E. coli XL-Gold-Zellen 
wurden mit den Ligationsprodukten transformiert (2.2.10.2). Mittels Plasmid-Minipräparation 
(2.2.3.3.1) wurden die Plasmide isoliert und die Klone mittels Sequenzierung (2.2.3.12) 
analysiert. Positive Klone konnten nach Durchführung des Standardprotokolls nicht erhalten 
werden. 
Zur Lösung des Problems wurden verschiedene Bedingungen variiert und die Dauer der 
Restriktion erhöht. Der EcoRI- und SacI-linearisierte und gelaufgereinigte (2.2.3.8) Vektor 
pHIS2 wurde dephosphoryliert (2.2.3.11.1), um eine Religation zu verhindern. Die 
hybridisierten Oligos wurden phosphoryliert (2.2.3.11.2), damit für die Ligation bessere 
Vorraussetzungen vorliegen. Die Dauer der Ligation wurde erhöht und E. coli XL-Gold-
Zellen  mit den Ligationsprodukten transformiert (2.2.10.2). Mittels Plasmid-Minipräparation 
(2.2.3.3.1) wurden die Plasmide der selektierten Transformanden isoliert, die Klone mittels 
spezifischer PCR (2.2.3.7.1) analysiert. Dazu wurden Oligonukleotide benutzt, die die 
Dreifachwiederholungssequenzen amplifizierten (2.1.5). In Abbildung 20 ist das Ergebnis 
dieser Amplifikation dargestellt. 
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Durch diese Modifikationen war es möglich, positive Klone für die Dreifachsequenz YOH 
Box2 und YOH-Box3 zu erhalten (Abbildung 20, Spur 14 und Spur 25). Sie wurden 
pHIS2Box2 und pHIS2Box3 genannt.  
Für die Dreifachsequenz YOH-Box1 konnten, auch nach mehrmaligen Versuchen, keine 
positiven Klone selektiert werden. Verschiedene Restriktionsansätze, verschiedene PCR- und 
Ligationsbedingungen wurden ausprobiert. Keine der durchgeführten Protokoll-
modifikationen brachte Erfolg. Danach wurde das In-Fusion 2.0 PCR Cloning Kit 
(2.2.3.19.3.1) ausprobiert. Das System beruht auf homologer Rekombination. Aber auch 
dieses Protokoll brachte keinen Erfolg. Deshalb wurde die Klonierung der YOH-Box1 nicht 
weiter verfolgt.  
Eine cDNA-Bibliothek (2.2.3.19.1) wurde hergestellt. Hefen des Stammes Saccharomyces 
cerevisiae Y187 wurden zum einen mit den Vektoren pHIS2Box2, pGADT7-Rec2 (2.1.4.4) 
und einer cDNA-Bibliothek und zum anderen mit pHIS2Box3 pGADT7-Rec2 (2.1.4.4) und 
einer cDNA-Bibliothek transfiziert (2.2.3.19.5.2). Eine Selektion erfolgte mittels eines HIS3-
Mangelmediums. Eine HIS3-Expression der Hefe Y187 ist in diesem Testsystem nur 
möglich, wenn ein Expressionsprodukt der cDNA-Bibliothek, das mit der aktivierenden 
Domäne des pGADT7Rec2 translational fusioniert ist, an die klonierte Dreifachsequenz vor 
dem HIS3-Gen bindet (Abbildung 19). Positive Klone konnten unter den geschilderten 
Selektionsbedingungen selektiert werden, für den Bereich der YOH-Box2 >300 Klone, für 
den Bereich der YOH-Box3 >200 Klone. 
Um die cDNA-Bank-Klone, deren Expression zur Komplementation des Stammes Y187 
führten zu identifizieren, wurden die enthaltenen Plasmide der Hefen isoliert (2.2.3.19.5.4). 
Die integrierten cDNA-Klone konnten mittels ADLD-PCR (2.2.3.19.5.5) amplifiziert werden. 
Dazu wurden Primer (2.1.5) verwendet, die Bereiche im Vektor pGADT7Rec2 erkennen, die 
die Insertionsstelle des Vektors umrahmen. Dabei handelt es sich um die Bereiche SMARTIII 
  1    2     3    4     5    6     7     8    9   10   11  12  13   14  15   16   17  18  1   19   20   21   22   23  24  25  26  27   28  29   30   31  32 
Abbildung 20 : Darstellung der Amplifikate der Boxen 1, 2 und 3; 1,5% TBE, 120V 45 min; 20 µl Probe 
                           1 = 100bp-Leiter (Roche); 2 = 1kb-Marker (Roche); 3-11 = Box 1; 12 = Negativkontrolle  
                           Box 1; 13-21 = Box 2;  22= Negativkontrolle Box 2; 23-31 = Box 3; 32 = Negativkontrolle  
                           Box 3 
500bp 
100bp 
500bp 
100bp 
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und CDSIII (Abbildung 8, 2.2.3.19.5.3). In Abbildung 21 sind die Amplifikate einer ADLD-
PCR exemplarisch dargestellt. Erwartet werden Banden mit unterschiedlichen Größen, da sich 
die integrierten cDNA-Klone in ihrer Größe voneinander unterscheiden.  
 
Abbildung 21:  Exemplarische Darstellung der Produkte einer ADLD-PCR 
 
Die erhaltenen Banden weisen alle eine unterschiedliche Größe auf. Die Doppelbanden sind 
Produkte aus Y187-Zellen, die mit zwei pGADT7-Rec2-Vektoren und somit mit zwei cDNA-
Bank-Klonen, transformiert wurden.  
Die PCR-Produkte wurden sequenziert (2.2.3.12) und mittels BLAST analysiert. Dabei 
konnten einige Sequenzen identifiziert werden, die gehäuft auftraten und deren 
Expressionsprodukte potenzielle Bindungspartner darstellen könnten. Diese Sequenzen haben 
Homologie zu Datenbankeinträgen für ribosomale Proteine, Proteine des 
Proteasomkomplexes, Polymerase II (RNA), (DNA-directed), polypeptide E, CNR gene for 
cadherin-related neuronal receptor, eucaryotic translation initiation factor 4 gamma 2, zinc 
finger Proteine 99 und 500, sowie heat shock protein 70 kDa.  
Bis auf eine Ausnahme, das CNR gene for cadherin-related neuronal receptor, sind alle hier 
genannten potenziellen Bindungspartner Nukleinsäure-bindende Proteine. Zur weiteren 
Untersuchung wurden für den Bereich des G50-Promotors Box2 der Krüppel-like factor 6 
(Klf6) und der CArg-box binding factor (CArgbox) ausgewählt, für den Bereich des G50-
Promotors Box3 der CarG-box binding factor (CArgbox) und das heat shock protein 70kDa 
(Hspa5).  
Zum Ausschluss unspezifischer Bindungen im Hefe-System wurde eine Retransformation 
(2.2.3.19.5.6) von Y187 mit den durch die ADLD-PCR gewonnenen Amplifikate 
durchgeführt. Die Zellen von Y187 wurden erneut mit den Vektoren pHIS2Box2, pHIS2Box3 
und pGADT7Rec2 transformiert, diesmal aber keine cDNA-Bibliothek zur Kotransfektion 
verwendet, sondern PCR-Produkte der ADLD-PCR (2.2.3.19.5.5) mit den o.g. offenen 
Leserahmen. Analog zu den cDNA-Bank-Klonen, werden diese PCR-Produkte ebenfalls 
500bp 
1000bp 
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durch homologe Rekombination in den Vektor pGADT7Rec2 integriert, so dass eine 
Expression ausschließlich dieser PCR-Produkte gegeben ist. Die transformierten Y187-Zellen 
wurden erneut auf HIS3-Mangelmedium selektiert. Positive Klone wurden selektiert , d.h. die 
Bindung von Krüppel-like factor 6 und der CarG-box binding factor im G50-Promtorbereich 
Box2 und die Bindung von Carg-box binding factor und des heat shock protein 70kDa im 
G50-Promotorbereich Box3 konnten im Hefe-System bestätigt werden.  
 
3.1.4 Untersuchungen zum Bindungsverhalten ausgewählter potenzieller 
Bindungspartner des MHV-68 G50-Promotors im Mammalia-System 
Da die Bindung der o.g. potenziellen Bindungspartner an die dreifach wiederholten 
Testsequenzen im Hefe-System bestätigt werden konnte, sollte nun das Bindungsverhalten 
dieser Proteine in Bezug auf den nativen Volllängen-G50-Promotor aus MHV-68 im 
Mammalia-System getestet werden. 
Dazu wurden die offenen Leserahmen dieser Proteine durch eine konventionelle PCR 
(2.2.3.7.1) amplifiziert. Zur Amplifikation wurden Oligonukleotide (2.1.5.1) benutzt, die das 
komplette Leseraster einrahmen. Als Matrize wurde cDNA (2.2.3.6) aus Lebergewebe einer 
MHV-68-infizierten BALB/c-Maus genutzt. Die entstandenen Amplifikate wurden mit 
pcDNA3.1-V5-His-TOPO ligiert und der Ligationsansatz in E. coli TOP10 transformiert 
(2.2.3.9). Durch Ampicillin-Selektion wurden Transformanden isoliert, mittels Plamid-
Minipräparation aufgearbeitet (2.2.3.3.1) und mittels Restriktion (2.2.3.10) mit XhoI 
untersucht (Abbildung 22). Die für die gewünschten Klonierungsprodukte erwarteten 
Bandenmuster sind in Tabelle 6 dargestellt: 
 
 pcDNAHspa5 pcDNACArgbox pcDNAKlf6 
Richtig 5484 bp 
2046 bp 
5511 bp 
870 bp 
5411 bp 
970 bp 
Falsch 7491 bp 
39 bp 
6342 bp 
39 bp 
6442 bp 
39 bp 
Tabelle 6: Erwartetes Bandenmuster für die gewünschten Konstrukte 
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Abbildung 22: Gelelektrophorese der Restriktion von Klonen aus der pcDNAHspa5-, pcDNACArgbox- und  
                           pcDNAKlf6-Klonierung mit XhoI; M = 100bp-Marker (Roche), Spur 1-12: pcDNAHspa5; Spur 13-24:  
                           pcDNACArgbox; Spur 25-26: pcDNAKlf6 
 
In Abbildung 22 ist das Ergebnis der Restriktion dargestellt. Klone wurden erhalten, die 
Vektoren mit der richtigen Orientierung des Inserts trugen. In Abbildung 22 Spur 6 ist das 
korrekte Bandenmuster für die pcDNAHspa5-Klonierung, in Spur 22 das korrekte 
Bandenmuster für die pcDNACArgbox-Klonierung und in Spur 35 das korrekte 
Bandenmuster für die pcDNAKlf6-Klonierung dargestellt. Die richtige Orientierung der 
Inserts wurde zusätzlich durch Sequenzierung (2.2.3.12) bestätigt. Die Konstrukte wurden mit 
pcDNAHspa5, pcDNACArgbox und pcDNAKlf6 bezeichnet. 
Zur weiteren Analyse der funktionalen Analyse von pcDNAHspa5, pcDNACArgbox und 
pcDNAKlf6 wurden LymphoMHV-68-Zellen mit pGlowG50Prom (2.1.4.6) und 
pcDNAHspa5 kotransfiziert (2.2.3.15.1) und nach 24 Stunden durchflusszytometrisch 
(2.2.4.2) auf GFP-Expression untersucht, analog LymphoMHV-68-Zellen mit 
pGlowG50Prom und pcDNACArgbox bzw. pGlowG50Prom und pcDNAKlf6 kotransfiziert 
(2.2.3.15.1). Als Kontrolle wurde eine Kotransfektion mit pGlowG50Prom und pcDNAleer 
(religierter pcDNA3.1-V5-His-TOPO) durchgeführt. Die dargestellten Resultate (Abbildung 
23) sind auf die Kontrollreaktion normiert.  
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Abbildung 23: GFP-Expression nach der Kotransfektion von LymphoMHV-68-Zellen mit pGlowG50Prom und der  
                          potenziellen Bindungspartner; n = 9; Median 
M  1    2   3    4   5   6   7   8    9   10  11 12  13 14 15 16 17 18 19 20 21  22 23  24  25 26  27  28 29 30 31  32 33 34  35 36 
1018bp 
2036bp 
3054bp 
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Wird zeitgleich eine Transfektion von LymphoMHV-68-Zellen mit dem G50-Promotor/GFP-
Expressionsvektor pGlowG50Prom und dem Hspa5 (Hitzeschockprotein 70kDa) 
durchgeführt, ist eine GFP-Fluoreszenzsteigerung messbar. Das bedeutet, dass eine Induktion 
des G50-Promotors durch die Bindung des Hspa5 erfolgt. Eine Kotransfektion der Zellen mit 
pGlowG50Prom und pcDNACArgbox führt zu einer minimalen Abnahme der Fluoreszenz, 
Kotransfektion mit pGlowG50Prom und pcDNAKlf6 zu einer geringen Zunahme. Der 
Einfluss ist aber jeweils so gering, dass nicht von einer funktionalen Beeinflussung der G50-
Promotoraktiviät durch diese beiden Proteine ausgegangen werden kann. 
Die Bindung von Klf6 und CArgbox an den G50-Promotor ist im Hefe-System aufgrund einer 
Wechselwirkung mit der entsprechenden Dreifachwiederholungssequenz bestätigt worden. 
Um zu prüfen, ob es sich bei dieser Bindung doch um eine unspezifische Bindung handelte, 
sollten die Bindungseigenschaften dieser Faktoren anhand der verkürzten G50-
Promotorbereiche Box2 und Box3 untersucht werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 24 
dargestellt.  
                    
Abbildung 24: Ergebnisse der Kotransfektion von LymphoMHV-68-Zellen mit pGlowND6Box2 (A) und   
                         pGlowND6Box3 (B) mit den potenziellen Bindungspartnern; n = 9; Median 
 
In Abbildung 24A ist zu erkennen, dass der Faktor CArgbox im G50-Promotorbereich Box2 
keinen Einfluss auf die GFP-Expression hat, im Bereich Box3 hingegen schon. Da der 
Einfluss auf den Volllängen-G50-Promotor aber sehr gering ausfällt, handelt es sich hier eher 
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um eine unspezifische Bindung dieses Faktors. So verhält es sich auch mit dem Faktor Klf6 
(Abbildung 24B). Es handelt sich ebenfalls um eine unspezifische Bindung. Eine Bindung 
dieser Faktoren sowohl an der entsprechenden Dreifachwiederholungssequenz als auch an den 
verkürzten Promotorfragmenten kann also detektiert werden, am Volllängen-G50-Promotor 
hingegen nicht. 
 
3.1.5 Analyse des Transkriptionsstartes des G50-Promotors 
Ein weiteres Ziel war es, im Rahmen der Promotoranalyse des G50-Promotors, den 
Transkriptionsstart des Gens G50 zu bestimmen. Dazu wurde das 5’-RACE-Verfahren (rapid 
amplification of cDNA ends; Abbildung 9, 2.2.3.20.4) verwendet (2.2.3.20). Als Matrize 
wurde RNA aus einer MHV-68-positiven Mäuseleber eingesetzt. Im ersten Schritt des 5’-
RACE-Verfahrens wird aus der RNA spezifische Erststrang-cDNA hergestellt (2.2.3.20.1). 
Dazu wurde der G50-pezifische Primer RACE1neuATG (2.1.5) eingesetzt, der 403bp hinter 
dem ATG liegt. Anschließend wurde die Erststrang-cDNA am 5’-Ende durch die Terminale 
Transferase polyadenyliert (2.2.3.20.3). Nach der Polyadenylierung folgten G50-spezifische 
PCRs. Dazu wurde ein Oligo-dT-Anchor-Primer (2.1.5.1) und der genspezifische Primer 
RACEneuATG2 (2.1.5.1) genutzt. Der Oligo-dT-Anchor-Primer erkennt das polyadenylierte 
Ende der cDNA, der RACEneuATG2-Primer bindet 271bp hinter dem ATG. Um die 
Spezifität der Reaktion zu erhöhen, folgte eine weitere G50-spezifische PCR mit den Primern 
PCRAnchor (2.1.5.1) und RACEneuATG3 (2.1.5.1). Als Matrize wurde das Produkt aus der 
ersten PCR eingesetzt. Der PCRAnchor-Primer erkennt den Anchor-Teil des Oligo-dT-
Anchor-Primers, der genspezifische Primer bindet 171bp hinter dem ATG. Die Ergebnisse 
dieser PCRs sind in Abbildung 25 dargestellt. 
 
 
                     A                                                          B       M       1         2          M        1        2       3        4          5       6                         
Abbildung 25: Produkte der Amplifikation der Kontroll-RNA (A); 1,5%iges TBE-Gel; 10µl Probe; 
         M = 1kb-Marker (Roche) 
                          1 = cDNA unaufgereinigt; 2 = cDNA aufgereinigt; 3 = Negativkontrolle; 4+5 = PolyA-cDNA 
                          6 = Negativkontrolle Polyadenylierung  
                         Amplifikation der PolyA-cDNA mit den spezifischen Primern (B) 
       1 = RACE1neuATG + Oligo-dT-Anchor; 2 = Negativkontrolle; 3 = RACE2neuATG + PCR  
          Anchor; 4= Negativkontrolle; 5 = RACE3neuATG + PCRAnchor; 6 = Negativkontrolle 
 
  M  1  2  3  4  5          
500bp 
200bp 
1018bp 
512bp 
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In Abbildung 25A ist zum einen die erfolgreiche Erststrang-cDNA-Synthese dargestellt 
(Spur1 und Spur2) und zum anderen die erfolgreiche 5’-Polyadenylierung der Erststrang-
cDNA (Spur4 und Spur5). In Abbildung 25B sind die Produkte der spezifischen PCR zu 
sehen. Wie erwartet, ist in Spur3 ein 271bp großes Fragment zu erkennen. In Spur5 sind 2 
Amplifikate sichtbar. Da es sich hierbei um eine nested-PCR handelt, handelt es sich bei der 
oberen Bande um Reste der Matrize, dem Produkt aus der ersten PCR-Reaktion. Die untere 
Bande hat eine Größe von ca. 171bp. Die DNA aus Spur5 wurden in den Vektor pGlowTOPO 
(2.2.3.9) ligiert. Nach der Transformation wurden Klone selektiert. Die Klone wurden mittels 
Plasmid-Minipräparation (2.2.3.3.1) aufgeschlossen und die enthaltene DNA mittels 
Sequenzierung (2.2.3.12) überprüft. Mehrere Klone lieferten eine Sequenz, die einen 
Transkriptionsstart 8bp vor dem ATG nachweist (Abbildung 26).  
 
Ergebnis des BLAST 
 
Murid herpesvirus 4 complete genome 
 
 Score = 87.8 bits (96), Expect = 3e-14 
 Identities = 48/48 (100%), Gaps = 0/48 (0%) 
 Strand=Plus/Plus  
 
Query  120    CTGCAGCGATGGCCTCTGACTCGGATTCCCCTTCAGCCGATAAGG  164 
              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  66753  CTGCAGCGATGGCCTCTGACTCGGATTCCCCTTCAGCCGATAAGG  66797 
 
Abbildung 26: Vergleich der Basenfolge nach der Sequenzierung mittels BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) 
 
Weitere Klone wurden identifiziert, deren Sequenz im Intron des G50-Gens begann. 
Eventuell liegt hier ein alternativer Start oder eine Spliceing-Variante des G50-Gens vor. 
99bp hinter dieser Variante ist ein ATG (Position:67756), das im richtigen Leseraster liegt 
und somit könnte ein produktives Protein entstehen. 
 
3.1.6 Analyse der Aktivität des G50-Promtors in EBV-positiven Zelllinien 
Zur Prüfung der Relevanz der im Modellsystem MHV-68/Maus gewonnen Ergebnisse für das 
Epstein-Barr Virus sollte untersucht werden, ob der MHV-68 G50-Promotor in EBV-
positiven Zelllinien aktiv ist. Dazu wurden Zellen der EBV-positiven Zelllinien B95-8 und 
Raji mit pGlowG50Prom (2.1.4.6) transfiziert (2.2.3.15.1) und durchflusszytometrisch 
(2.2.4.2) auf GFP-Expression nach 24 Stunden untersucht. Ist eine GFP-Expression 
erkennbar, soll durch Behandlung mit TPA, Anti-IgM und Superinfektion mit EBV, die 
Induktionsfähigkeit (2.2.3.16) des G50-Promotors im EBV-System untersucht werden. In 
Abbildung 27 sind die Ergebnisse der Transfektion mit pGlowG50Prom ohne Behandlung mit 
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TPA, Anti-IgM und Superinfektion mit EBV in der Histogrammplot-Darstellung dargestellt.  
 
Anhand dieser Abbildung ist zu erkennen, dass beide Zelllinien in der Lage sind, den MHV-
68-spezifischen Promotor schwach zu aktivieren, d.h. GFP-Expression zu induzieren. Die 
Transfektion von B95-8- (Abbildung 27A) und Raji-Zellen (Abbildung 27B) mit 
pGlowG50Prom gefolgt von einer Induktion durch TPA oder Anti-IgM oder einer 
Superinfektion mit Wildtyp-EBV brachte keine Steigerung der GFP-Expression in diesem 
System. Nur Grundaktivität des G50-Promotors konnte detektiert werden. 
  
3.2 Untersuchungen zum zeitlichen Verlauf der MHV-68-Infektion im ZNS von 
BALB/c-Mäusen 
Die Kinetik des Eintritts von MHV-68 in das Gehirn von Mäusen wurde untersucht. Zunächst 
wurde überprüft, ob die im Hirngewebe nachweisbare MHV-68-DNA eine aktive MHV-68-
Infektion repräsentiert. Dazu erfolgten Immunfluoreszenztests (2.2.4.1.2) an Hirngewebe von 
BALB/c-Mäusen mit einem polyklonalen Anti-MHV-68-Antikörper (2.1.6). In Abbildung 28 
ist eine exemplarische Darstellung dieser Untersuchungen zu sehen. 
                                      
B95-8 
Metafectene 
pGlowG50Prom 1  
pGlowG50Prom 2 
pGlowG50Prom 3 
Raji  
Metafectene 
pGlowG50Prom 1  
pGlowG50Prom 2 
pGlowG50Prom 3 
A 
B 
Abbildung 27: Darstellung eines Histogramm-Plots; A: B95-8 + pGlowG50Prom; B: Raji + pGlowG50Prom  
          n = 9; 1 = Ansatz 1, 2 = Ansatz 2, 3 = Ansatz 3 
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Abbildung 28: Nachweis von MHV-68-Antigen im Gehirn infizierter Mäuse; A: Meningitis eines MHV-68-infizierten  
                          Tieres (Pfeil); B: Hirngewebe eines nicht infizierten Tieres (Vergrößerung 200x) 
 
Dargestellt ist die Hirnregion einer neonatal MHV-68-infizierten Maus. Die starke 
Fluoreszenz zeigt die Verteilung des Virus in den Meningen (Abbildung 28A). Das 
Kontrolltier weist diese Fluoreszenz nicht (Abbildung 28B) auf. Damit ist sichergestellt, dass 
MHV-68-Antigene im Hirn von Mäusen nachweisbar sind. 
 
3.2.1 Nachweis einer MHV-68-Infektion im ZNS und der daraus resultierenden 
zellulären Immunantwort 
Eine Kinetik wurde erstellt, wann MHV-68 welches Organ der Maus infiziert. Dazu wurden 
Mäuse, die alle einen Tag nach der Geburt mit 2*105 pfu/ml MHV-68 infiziert wurden, an 
verschiedenen Zeitpunkten (1 Tag bis 101 Tage nach der Infektion) getötet und die Organe 
auf das Vorhandensein von MHV-68-DNA untersucht. Ein besonderes Augenmerk lag auf 
dem Hirn dieser Tiere. Aus den Organen und dem Blut wurde Gesamt-DNA (2.2.3.1) isoliert 
und mittels G50-spezifischer real-time-PCR (2.2.3.7.2) analysiert. Dies diente zum Feststellen 
der Infektion und zur Quantifizierung der Viruslast in den Organen.  
Der zeitliche Verlauf der Immunantwort des Wirtes in Bezug auf die MHV-68-Infektion 
wurde parallel untersucht. Dazu erfolgte eine immunhistochemische Färbung der 
Gebeweschnitte von BALB/c-Mäusen (2.2.4.3) und Untersuchung auf Infiltratbildung. 
A B 
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Abbildung 29: Vergleich der Viruslast im Großhirn und im Blut MHV-68-infizierter BALB/c-Mäuse im zeitlichen  
                          Verlauf; n1 = 12; n3-5 = 10; n7-9 = 22; n11-12 = 14; n14-21 = 12; n33-49 = 17; n99-101 = 14 
 
In Abbildung 29 ist der Verlauf der Viruslast im Großhirn dem Verlauf im Blut 
gegenübergestellt. Auffällig ist, dass im Blut einen Tag nach Infektion MHV-68 nachweisbar 
ist. Die Infektion im Hirn ist erst ab dem 3. Tag nach Infektion messbar. Ab dem 33. Tag nach 
Infektion ist die Viruslast im Blut nicht mehr messbar. Die Viruslast im Hirn erreicht ab dem 
11. Tag ihren Höhepunkt, die Infektion persistiert für Monate im Hirn. Es folgt also keine 
Eliminierung des Virus durch das Immunsystem. 
Um die Infektion des ZNS mit MHV-68 zweifelsfrei nachzuweisen, wurde die Viruslast im 
Großhirn auf die Viruslast im Blut bezogen. Es können nur Tiere als sicher im ZNS infiziert 
angesehen werden, deren Viruslast im Großhirn höher ist als im Blut. Dazu wurde der 
Quotient aus der Viruslast im Großhirn und der Viruslast im Blut gebildet (Abbildung 30). 
Dabei handelt es sich um die Gruppe der Tiere, die in Abbildung 29 dargestellt wurden. Alle 
Tiere, die oberhalb von Faktor 1 liegen, gelten als infiziert, denn dort überwiegt die Viruslast 
im Großhirn.  
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Abbildung 30: Vergleich der Viruslast im Großhirn und im Blut 
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Es ist erkennbar, dass bis 6 Tage nach Infektion die Viruslast im Blut größer ist als im Hirn. 
Ab dem 7. Tag überwiegt sprungartig die Viruslast im ZNS, ein Hinweis auf intrathekale 
Virusreplikation. Ab dem 21. Tag überwiegt bei allen Tieren die Viruslast im Hirn. Also ist 
MHV-68 in der Lage das ZNS von Mäusen erfolgreich zu infizieren und zwar spätestens ab 
dem 6. Tag nach Infektion. 
Es ist sichergestellt, dass MHV-68 in der Lage ist, das Gehirn von Mäusen zu infizieren. 
Deshalb sollte festgestellt werden, ob die Infektion im Hirn eine Immunreaktion des Wirtes 
auslöst. Um dies zu klären, wurden Hirngewebeschnitte der gleichen Tiergruppe 
immunhistochemisch (2.2.4.3) auf Entzündungsreaktionen untersucht. 
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Abbildung 31: Vergleich der Viruslast im Blut mit der ZNS-Entzündung; nicht nachweisbar: n = 18; log1-log2: n = 5; 
           log3-log4: n = 22; log5-log8: n = 10 
 
In Abbildung 31 ist die Abhängigkeit zwischen der Viruslast im Blut und der 
Entzündungsreaktion im Gehirn dargestellt. Dabei sind die Infiltrate in allgemein, temporal 
diffus und temporal fokal aufgeteilt. Es ist auffällig, dass bei den Tieren, bei denen keine 
Viruslast im Blut mehr nachweisbar ist, fast 75% allgemeine Infiltrate vorkommen. Die 
temporal diffusen Infiltrate erreichen 50%. Die fokalen Infiltrate sind zu ca. 10% vertreten. 
Den Höhepunkt von 100% an allgemeinen Infiltraten erreichen Tiere, bei denen die Viruslast 
im Blut noch ca. 100 MHV-68 Genomkopien/mg Gewebe aufweist. Je höher die Viruslast im 
Blut ist, desto weniger Infiltrate treten auf. 
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Abbildung 32: Vergleich der Viruslast im ZNS mit der Menge der Infiltrate im ZNS in Prozent (A); nicht  
          nachweisbar: n = 16; log1-log3: n = 7; log4-log5: n = 14; log6-log7: n = 9; log8-log12: n = 10; (B)      
          exemplarische Darstellung eines Infiltrats im Temporallappenbereich aus CD3-positiven Zellen (Pfeil,  
          braun gefärbte Zellen) 
 
In Abbildung 32 ist der Vergleich zwischen Viruslast im Hirn und den auftretenden Infiltraten 
dargestellt. Dabei ist auffällig, dass temporal diffuse und fokale Infiltrate (Abbildung 32B) in 
größerem Maße erst ab ca. 104 MHV-68 Genomäquivalente/mg Gewebe auftreten. Die 
allgemeinen Infiltrate sind bei jeder Gruppe vertreten. Eine Abhängigkeit zwischen Viruslast 
und Auftreten von allgemeinen Infiltraten kann nicht gezeigt werden. Die Infiltrate bestehen 
aus CD3-positiven Lymphozyten. 
Zusätzlich geklärt werden sollte, ob die Ausbildung von Infiltraten altersabhängig ist. Die 
Auswertung ist in Abbildung 33 dargestellt. 
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Abbildung 33: Darstellung der Altersabhängigkeit der ZNS-Infiltrate; n1-5 = 8; n7-8 = 7; n9 = 12; n10-14 = 17 
         n16-21 = 7; n33-48 = 13, n91-101 = 6 
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Die Infiltrate sind erst ab dem 9. Tag messbar und 3 Tage nach der Infektion des Gehrins mit 
MHV-68. Den Höhepunkt erreichen sie 16-48 Tage nach der Infektion. Fokale Infiltrate treten 
erst ab dem 16.-21. Tag auf. Eine Abhängigkeit zwischen dem Auftreten von Infiltraten und 
dem Alter der Tiere ist klar erkennbar. Eine Abhängigkeit zwischen allgemeiner und diffuser 
Art des Infiltrats und dem Alter der Tiere ist nicht zu erkennen. Bei fokalen Infiltraten ist eine 
Altersabhängigkeit erkennbar. 
 
3.2.2 Untersuchungen zu Langzeitveränderungen im ZNS nach MHV-68-Infektion 
Bisher wurden nur Tiere untersucht, die maximal 100 Tage mit MHV-68 infiziert waren. Dort 
war zu sehen, dass MHV-68 im Hirn dieser Tiere persistiert (3.2.1, Abbildung 29). Eine 
wichtige Fragestellung ist, ob es Veränderungen im Hirn von Mäusen gibt, wenn sie lange 
Zeit mit MHV-68 infiziert sind. Dazu wurden BALB/c-Mäuse einen Tag nach der Geburt mit 
MHV-68 intranasal infiziert. Die Infektionsdauer bei diesen Tieren betrug bis zu 6 Monate. 
Nach den 6 Monaten wurden die Tiere getötet und mittels G50-spezifischer real-time-PCR 
auf MHV-68-Infektion untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 im Anhang dargestellt. Es 
handelt sich um eine Gruppe von 22 Tieren. Nach dieser langen Zeit sind nur noch 6 Tiere im 
Hirn MHV-68-positiv. Bei den positiven Tieren liegt die Viruslast zwischen 105 und 106 
Genomkopien/mg Gewebe. Diese Tiere wurden immunhistochemisch (2.2.4.3) auf 
Gewebeveränderungen und Infiltratbildung untersucht. Das Ergebnis ist in Abbildung 34 
dargestellt. 
             
 
Das Hirngewebe dieser Tiere weist keinerlei Auffälligkeit auf. Es ist weder eine Änderung in 
der Struktur noch eine Infiltratbildung erkennbar. Also scheinen durch MHV-68, zumindest 
nach 6 Monaten Infektionsdauer, keine Langzeitschäden im Hirn von Mäusen zu entstehen. 
Das Virus persistiert ohne nachweisbare Immunreaktion. 
Abbildung 34: Immunhistochemische Färbung von murinem Hirngewebe; (Vergrößerung 200x) 
                          A: Maus 12/2-6; Hypothallamus-Region unauffällig 
                          B: Maus 12/2-6;  Meningen unauffällig 
A B 
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3.2.3 Eindringen von MHV-68 in das ZNS 
MHV-68 ist in der Lage, das ZNS von Mäusen zu infizieren. Die Frage muss geklärt werden, 
wie das MHV-68 in das Hirn von Mäusen gelangt. Da MHV-68 in B-Lymphozyten 
persistiert, ist eine Hypothese, dass latent infizierte B-Lymphozyten das Virus ins ZNS 
einschleusen. Um diese Hypothese zu prüfen, sollten B- und T-Zell-defiziente Mäuse mit 
MHV-68 infiziert werden.  
B- und T-Zell-defiziente Mäuse mit dem gleichen genetischen Hintergrund der Linie BALB/c 
waren nicht verfügbar. Deshalb wurde eine weitere Wildtypmauslinie genutzt, C57BL/6. Für 
diesen genetischen Hintergrund existiert eine B- und T-Zell-defiziente Linie, die Mauslinie 
B6-(Rag1). 
Wildtyp-Mäuse der Linie C57BL/6 (6wt) und immundefiziente Mäuse der Linie B6-(Rag1) 
(6m) wurden mit MHV-68 infiziert, zur Überprüfung der Infektion Gesamt-DNA aus den 
Geweben isoliert (2.2.3.1.1) und mittels G50-spezifischer nested-PCR (2.2.3.7.1) und real-
time PCR (2.2.3.7.2) nachgewiesen. Es wurden nur Tiere als positiv gewertet, die in 
mindestens zwei Geweben MHV-68-positiv waren. Tiere, die in der real-time-PCR negativ 
waren, wurden mittels G50-spezifischer nested-PCR nachgeprüft. Die Ergebnisse einer G50-
spezifischen nested-PCR sind in Abbildung 35 dargestellt.  
 
Grundsätzlich sind beide Mauslinien mit MHV-68 infizierbar. Sowohl bei den Wildtyp-
Mäusen als auch bei den B- und T-Zell-defizienten Mäusen sind nicht immer alle Organe 
Virus-positiv. Das wurde auch bei BALB/c-Mäusen so beobachtet. Es gab hochpositive Tiere, 
die in allen Organen des Körpers MHV-68 positiv waren, ebenfalls aber auch schwach 
positive Tiere mit geringer Infektionsrate der Organe. Insgesamt sind von den 6wt-Mäusen 
20% nicht infiziert, die 6m- Mäuse sind zu 100% infiziert.  
Im Gehirn sind 44% der 6wt-Mäuse negativ, ebenso 23% der 6m-Mäuse. Die Infektion des 
                                         M   1     2     3    4    5    6     7    8     9   10    11    12    13  14   15   16 
Abbildung 35: Gelelektrophorese der Amplifikate einer G50-spezifischen nested-PCR; 1,5% TBE, 120V, 45 
min; M = 100bp-Marker (Roche); 1 = B6-(Rag1) Milz; 2-4 = B6-(Rag1) Kleinhirn; 5 = C57BL/6 
Niere-, 6-8 = C57BL/6 Nase; 9-14 = C57BL/6 Kleinhirn; 15 = Positivkontrolle (MHV-68 DNA); 16 = 
Negativkontrolle 
500 bp 
300bp 
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Hirns ist also nicht auf B- oder T-Zellen angewiesen, da auch die 6m-Mäuse im Hirn MHV-
68 positiv sind.  
Betrachtet man die Quantifizierung der Viruslast im Hirn der Wildtyp- und immundefizienten 
Mäuse (Tabelle 7), so fällt auf, dass die Viruslast in den immundefizienten Mäusen meist 
deutlich höher ist als in den immunkompetenten Mäusen. Abbildung 36 stellt einen Vergleich 
zwischen der Viruslast im Hirn beider Linien dar. 
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Abbildung 36: Vergleich der Viruslast zwischen C57BL/6 (n = 15) und B6-(Rag1) (n = 18) 
 
Es ist erkennbar, dass die Infektion im Hirn bei den mutierten Mäusen eine höhere Viruslast 
verursacht als in den 6wt-Mäusen. Also ist eine Beteiligung der B- und T-Zellen zumindest an 
der Eindämmung der Viruslast zu vermuten. 
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Tier Großhirn Tier Großhirn 
6wt/5-1 1,51E+06 6m/5-1 4,40E+09 
6wt/5-2 neg 6m/5-2 6,34E+09 
6wt/5-3 4,36E+06 6m/5-3 3,87E+04 
6wt/5-4 3,31E+11 6m/5-4 2,25E+08 
6wt/5-5 4,69E+08 6m/5-5 3,12E+07 
6wt/5-6 neg 6m/5-6 neg 
6wt/5-7 neg 6m/5-7 2,89E+07 
6wt/6-1 neg 6m/5-8 1,60E+11 
6wt/6-2 7,66E+03 6m/5-9 6,86E+10 
6wt/6-3 neg 6m/5-10 2,55E+06 
6wt/6-4 neg 6m/6-1 2,61E+06 
6wt/6-5 neg 6m/6-2 neg 
6wt/6-6 5,15E+08 6m/6-3 neg 
6wt/6-7 2,46E+05 6m/6-4 neg 
6wt/6-8 neg 6m/6-5 7,47E+09 
  6m/6-6 1,71E+05 
  6m/6-7 1,19E+11 
  6m/6-8 8,59E+07 
Tabelle 7: Ergebnisse der G50-Quantifizierung mittels real-time-PCR; neg = keine nachweisbare MHV-68-DNA im Hirn 
  
3.3 Modulation der In-vitro-Proliferation MHV-68-positiver Zellen und der 
Virusaktivität  
Mit diesen Untersuchungen werden erste Schritte zur Entwicklung von Therapiekonzepten für 
γ-Herpesvirus assoziierte neurologische Erkrankungen unternommen. Es ist wichtig, die 
Wirkstoffe zuerst in einem In-vitro-System zu untersuchen, um dort getestete Medikamente, 
die die gewünschte Wirkung zeigen, auch in vivo am Tiermodell testen zu können. Das Ziel 
ist es, Wirkstoffe zu finden, die entweder die Proliferation der B-Lymphozyten oder die 
Virusaktiviät negativ beeinflussen ohne den jeweils anderen Parameter zu erhöhen. 
 
 
 
 
 
 Ergebnisse 82 
 
3.3.1 Proliferation von LymphoMHV-68-Zellen unter dem Einfluss ausgewählter 
Wirkstoffe 
Mit Hilfe der Zelllinie LymphoMHV-68 wurden eine ausgewählte antivirale und 
verschiedene antiinflammatorische Substanzen bezüglich ihrer Wirkung auf die DNA-
Syntheserate mittels BrdU-Test (2.2.3.17) getestet. Parallel dazu sollte die Wirkung der 
Substanzen auf EBV-positive Zellen untersucht werden.  
Zur Prüfung der Eignung des Systems wurden Wirkstoffe verwendet, deren positiver Einfluss 
auf die DNA-Syntheserate bekannt war. 
LymphoMHV-68-Zellen wurden mit 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat (TPA; 30ng/ml, 
40ng/ml, 60ng/ml) bzw. Anti-IgM (10µg/ml, 5µg/ml, 1µg/ml) inkubiert und zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten analysiert (Abbildung 37). 
  
 
 
Abbildung 37: DNA-Syntheserate ohne Induktion und nach Induktion mit TPA (A) und Anti-IgM (B); 
         Mediane, n = 9 
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Die Proliferationsrate steigt nach Zugabe von TPA und Anti-IgM an. Die induktive Wirkung 
hält bis Tag 2 an. Ab Tag 3 ist nur noch geringe bis gar keine Induktion der DNA-
Syntheserate messbar. An Tag 12 ist keine Proliferation der unbehandelten LymphoMHV-68-
Zellen mehr messbar. Es ist sichergestellt, dass sich dieses Testsytem zur Lösung der o.g. 
Fragestellung eignet. 
Als Testsubstanzen standen Everolimus (RAD), Cyclosporin A (CsA), Acetylsalicylsäure, 
Methylprednisolon und Aciclovir zur Verfügung. Von Cyclosporin A waren zwei 
Formulierungen vorhanden. Es handelte sich dabei um das Cyclosporin-Novartis und um die 
Cyclosporin-orale Lösung. Das Cyclosporin-Novartis war ein Pulver, das in einem 
Ethanol/Tween20-Gemisch gelöst wurde und anschließend in Wasser verdünnt werden 
konnte. Bei Cyclosporin-oraler Lösung handelte es sich um eine Flüssigkeit, die ebenfalls in 
Wasser verdünnt werden konnte. Die jeweiligen Wirkstoffkonzentrationen sind unter 2.2.2.1 
zusammengefasst. Die Analyse der Zellen fand 24 Stunden, 2 Tage und 3 Tage nach 
Zusetzten der Substanzen statt. Analog wurden die EBV-positiven Zelllinien B95-8 und Raji 
getestet. Die Ergebnisse für Everolimus-behandelte LymphoMHV-68-Zellen, B95-5-Zellen 
und Raji-Zellen sind in Abbildung 38 dargestellt. 
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Abbildung 38: Einfluss von Everolimus (RAD) auf die DNA-Syntheserate von Zellen der Zelllinien LymphoMHV-68   
          (A), B95-8 (B) und Raji (C); n = 9 
 
Es ist erkennbar, dass Everolimus bei LymphoMHV-68 Zellen insgesamt eine Repression der 
DNA-Syntheserate hervorruft. Schon bei der geringsten verwendeten Konzentration von 
0,2nM gibt es an Tag 1 einen Rückgang der Proliferation von 50%. Bei B95-8-Zellen 
(Abbildung 38B) reprimiert RAD ebenfalls sehr stark die Proliferation (0,2nM: 30%). Bei 
Raji-Zellen (Abbildung 38C) zeigt sich keine einheitliche Tendenz. 
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Abbildung 39: Einfluss von Cyclosporin-Novartis auf die DNA-Syntheserate von Zellen der Zelllinien LymphoMHV- 
           68 (A), B95-8 (B) und Raji (C); n = 9 
 
In Abbildung 39A ist der Einfluss von Cyclosporin-Novartis auf die DNA-Syntheserate von 
LymphoMHV-68-Zellen dargestellt. Die Messwerte schwanken bei den einzelnen 
Konzentrationen, für Tag 1 ergibt sich bis 200ng/ml aber eine Tendenz zur Repression der 
DNA-Syntheserate. Bei B95-8-Zellen (Abbildung 39B) und Raji-Zellen (Abbildung 39C) 
zeigt sich eine überzeugende Repression. 
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Abbildung 40: Einfluss von Cyclosporin-orale Lösung auf die DNA-Syntheserate von Zellen der Zelllinien  
                          LymphoMHV-68 (A), B95-8 (B) und Raji (C); n = 9 
 
Der Effekt von Cyclosporin-orale Lösung auf die DNA-Syntheserate der unterschiedlichen 
Zelllinien entspricht dem von Cyclosporin-Novartis (Abbildung 40). 
Da sich die Wirkungen der genutzten Wirkstoffe innerhalb der drei verwendeten Zelllinien 
nicht erheblich unterschieden hatten, wurde für die Substanzen Aciclovir, Acetylsalicylsäure 
und Methylprednisolon nur noch die Wirkung auf LymphoMHV-68-Zellen untersucht. 
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Abbildung 41: Einfluss verschiedener Substanzen auf die DNA-Syntheserate von LymphoMHV-68-Zellen;  
                          jeweils n = 9; A: Aciclovir, B: Acetylsalicylsäure, C: Methylprednisolon 
 
In Abbildung 41A ist der Einfluss von Aciclovir auf die Proliferation von LymphoMHV-68-
Zellen dargestellt. Es ist keine Tendenz zu beobachten. Aciclovir beeinträchtigt die 
Proliferation dieser Zellen nicht. 
Acetylsalicylsäure (Abbildung 41B) hingegen zeigt einen stark reprimierenden Effekt. Es 
kommt sogar zu einem kompletten Rückgang der Proliferation bei der höchsten vorhandenen 
Konzentration von 20mM. Methylprednisolon (Abbildung 41C) hat wie Aciclovir keinen 
Effekt auf die Proliferation der LymphoMHV-68-Zellen.  
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3.3.2 Einfluss ausgewählter Wirkstoffe auf die Virusaktivität von MHV-68 
Da die Wirkung der meisten antiviralen Substanzen (Aciclovir, Ganciclovir, Cidofovir, 
Adefovir, Brivudin, Forscanet und Penciclovir) in Bezug auf MHV-68 schon bekannt ist, 
wurde nur der Einfluss immunsuppressiver und antiinflammatorischer Substanzen in Hinblick 
auf die Virusaktivität getestet. Als Testsystem dient der Plaque-Test (2.2.2.1). Um 
sicherzugehen, dass sich dieses Testsystem eignet, wurde Aciclovir als Positivkontrolle 
verwendet. In der Literatur ist bekannt, dass die Virusaktivität ab einer Konzentration von 
5µg/ml auf Null absinkt [Neyts et al., 1998]. Abbildung 42 stellt das Ergebnis eines Plaque-
Tests exemplarisch dar. Abbildung 42A zeigt eine MHV-68-infizierte Positivkontrolle mit 
Plaque-Bildung, Abbildung 42B die Negativkontrolle ohne Plaque-Bildung. 
                                            A                                 B 
 
 
 
 
 
Abbildung 42: Exemplarische Darstellung eines Plaque-Tests 
                          A: Plaque-Bildung; B: Negativkontrolle ohne MHV-68-Suspension 
 
Folgende Substanzen wurden getestet: CsA, RAD, Acetylsalicylsäure (ASS) und 
Methylprednisolon (MP). Die Ergebnisse sind in Abbildung 43 dargestellt. 
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Abbildung 43: Einfluss ausgewählter Wirkstoffe auf die Virusaktivität von MHV-68; Mediane; jeweils n = 6 
           A: Aciclovir; B: RAD; C: Cyclosporin-Novartis; D: Cyclosporin-orale Lösung; E: MP; F: ASS; pfu/ml =  
                          plaque forming units/ml 
 
Wie in der Literatur beschrieben, sinkt die Virusaktivität bei 1µg/ml Aciclovir auf 50% ab, ab 
5µg/ml ist keine Virusaktivität mehr messbar (Abbildung 43A). Dieses Testsystem eignet sich 
also, den Einfluss verschiedener Substanzen auf die Virusaktivität von MHV-68 zu 
untersuchen. In Abbildung 43B ist der Einfluss von RAD dargestellt. RAD begünstigt die 
Virusaktivität, d.h. die Plaque-Bildung ist in den behandelten Kavitäten höher als in den 
unbehandelten. Die Steigerung der Plaque-Bildung bei RAD-Behandlung ist signifikant (T-
Test: p< 0,05). Die RAD-unbehandelte, MHV-68-infizierte Kontrolle zeigt im Gegensatz zu 
allen anderen Kontrollen sehr wenige Plaques. Dies war im Zeitraum der Testung von RAD 
ein reproduzierbares Phänomen. Die hier genutzten BHK-Zellen (2.1.1) sind nur bis Passage 
17 mit MHV-68 infizierbar. Ab Passage 14 beginnt schon eine Abnahme der Infizierbarkeit 
der Zellen. Bei der Austestung von RAD befanden sich die BHK-Zellen in den Passagen 13-
15. Die Untersuchung der weiteren Wirkstoffe wurde mit BHK-Zellen früherer Passagen 
durchgeführt. CsA hat keinen Einfluss auf die Virusaktivität (Abbildung 43C und D; p>0,05).  
Methylprednisolon (Abbildung 43E) und Acetylsalicylsäure (Abbildung 43F) scheinen die 
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Plaque-Bildung tendenziell zu begünstigen. Eine statistische Signifikanz dieser Ergebnisse 
kann aber nicht festgestellt werden (p>0,05).  
 
3.3.3 Einfluss von Cyclosporin A auf die MHV-68-Infektion von BALB/c-Mäusen 
Das Ziel dieses Versuchs ist es, den Einfluss von Cyclosporin A auf die Viruslast im Gewebe 
und die daraus folgende Immunreaktion zu untersuchen. 
Dazu wurden BALB/c-Mäuse über das Trinkwasser mit 100mg/ml Cyclosporin A behandelt. 
Die Infektion der Tiere erfolgte neonatal mit MHV-68, die Cyclosporin A-Behandlung fand 
aber erst ca. 21 Tage nach der Geburt statt, da die Mäuse erst dann feste Nahrung und 
Trinkwasser zu sich nehmen. Die Mäuse wurden zu definierten Zeitpunkten getötet und auf 
Viruslast und Immunantwort untersucht.  
Aus den Geweben der Mäuse wurde Gesamt-DNA (2.2.3.1.1) isoliert und mittels G50-
spezifischer real-time-PCR (2.2.3.7.2) quantitativ auf eine MHV-68-Infektion untersucht. Die 
Tiere, die mit einer G50-spezifischen real-time-PCR ein negatives Ergebnis lieferten, wurden 
mit einer G50-spezifischen nested-PCR nachkontrolliert. Dabei stellte sich heraus, dass 7% (n 
= 14) der Kontrollen und 10% (n = 20) der Cyclosporin A-behandelten Tieren nicht 
erfolgreich mit MHV-68 infiziert waren (Tabelle 8, Anhang). 
In den Organen Herz, Niere und Leber kann bei den Kontrolltieren nach 213 Tagen keine 
Viruslast mehr quantifiziert, bei den Cyclosporin-behandelten Tieren hingegen eine Viruslast 
ermittelt werden (Tabelle 8, Anhang). In den restlichen Organen kann bei mehr CsA-
behandelten Tieren nach 213 Tagen eine Viruslast ermittelt werden als bei der 
Kontrollgruppe. In Abbildung 44 ist ein beispielhafter Vergleich zwischen der Viruslast in der 
Milz von behandelten und unbehandelten Tieren zu sehen. 
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Abbildung 44: Vergleich der Virusmenge im Milzgewebe von Cyclosporin A-behandelter Tieren und Kontrolltieren 
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Insgesamt zeigen mehr Cyclosporin A-behandelte Tiere eine Viruslast in der Milz als die 
Kontrollgruppe. Bei den Cyclosporin A-behandelten Tieren treten keine Infiltrate auf, die 
unbehandelte Kontrollgruppe zeigt Infiltrate [Häusler, persönliche Mitteilung]. 
Zusammenfassend zeigt sich, dass die Cyclosporin A-behandelten Tiere eine höhere Viruslast 
aufweisen als die Kontrollgruppe. 
Zur Untersuchung des Auftretens von lymphoproliferativen Erkrankungen wurden Gewebe 
der Cyclosporin A-behandelten Tiere und der Kontrollgruppe immunhistochemisch gefärbt 
(2.2.4.3). Dabei ist aufgefallen, dass die meisten behandelten Tiere sehr große, mediastinale 
Lymphknoten besitzen (Abbildung 45B). In Abbildung 45A ist ein normaler Lymphknoten 
dargestellt. 
 
Ein Tier (CV-1) verstarb vorzeitig. Bei der Präparation wurde ein mediastinaler Tumor 
gefunden, der dazu geführt hatte, dass das Herz des Tieres extrem klein und deformiert war. 
Es konnte kein Blut mehr gewonnen werden. Aus dem Mediastinum wurde Flüssigkeit 
abgesaugt, die ebenfalls untersucht wurde. In Abbildung 46 ist eine G50-spezifische-nested-
PCR (2.2.3.7.1) mit dem Gewebe der Maus (CV-1) zu sehen.                                               
                                                       
Abbildung 46: Gelelektrophorese der Amplifikate einer G50-spezifischen nested-PCR mit DNA aus den Organen des  
                          Tieres CV-1; 1,5% TBE, 120V, 45 min; M = 100bp-Marker (Roche); 1 = Niere; 2 = Großhirn; 3 =  
                           Kleinhirn; 4 = Milz; 5 = Herz; 6 = Muskel; 7 = Leber; 8 = Tumor; 9 = Lunge; 10 = Blut; 11=  
                           Positivkontrolle (MHV-68 DNA); 12 = Negativkontrolle 
            
Abbildung 45: Immunhistochemische Färbungen von murinem Gewebe; A: normaler Lymphknoten der Maus   
                          C5-5, Vergrößerung 100x; B: entarteter Lymphknoten der Maus C5-6, Vergrößerung 100x 
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Bis auf Skelettmuskeln sind alle Organe viruspositiv. Betrachtet man die Viruslast in den 
einzelnen Organen (Tabelle 8, Anhang), fällt auf, dass die Viruslast mit 104 bis 105 MHV-68-
Genomkopien/mg Gewebe im Gegensatz zu der Viruslast der anderen Tiere relativ niedrig 
ausfällt. Um festzustellen, ob das Virus im Tumor verändert vorliegt, wurden die MHV-68-
spezifischen Gene M2, M3, M7, ORF6, ORF25, ORF27 und ORF57 mittels genspezifischer 
nested-PCR untersucht. Das Ergebnis ist in Abbildung 47 dargestellt. 
                                                                           
     
Abbildung 47: Gelelektrophorese der Amplifikate einer G50-spezifischen nested-PCR; 1,5% TBE, 120V, 45 
min; M = 100bp-Marker (Roche); 1 = CV-1 Tumor; 2 = MHV-68-DNA; 3 = Negativkontrolle  
 
Die Gene M2 und M3 sind mit den hier standardmäßig genutzten Primern (2.1.5.1) im Tumor 
nicht nachweisbar, das Gen M7 ist ganz schwach zu detektieren. Also liegt das MHV-68-
Genom im Tumor in veränderter Form vor.                                          
Durch die Cyclosporin A-Behandlung in der hier durchgeführten Form kam es nicht zu einer 
erhöhten Rate an Tumoren. Lediglich ein Tier entwickelte einen Tumor, sonst wurden 
ausschließlich Auffälligkeiten in den mediastinalen Lymphknoten detektiert werden. 
 
3.4 Untersuchungen zur Entstehung von Autoantikörpern bei MHV-68-infizierten 
Tieren 
Eine Fragestellung, die im Rahmen dieser Arbeit geklärt werden sollte, ist, ob Autoantikörper 
an der Pathogenese von MHV-68-Infektionen beteiligt sein können. Um das Vorhandensein 
von Autoantikörpern in Seren MHV-68-infizierter BALB/c-Mäuse und nicht infizierten 
Kontrollmäusen zu detektieren, wurde ein Immunfluoreszenztest (2.2.4.1.2) an 
Gewebeschnitten der Maus durchgeführt.  
Die Untersuchung erfolgte in zwei Ansätzen. Zum einen wurde ein MHV-68-negatives Tier 
mit Seren von MHV-68-positiven Mäusen behandelt, zum anderen als Kontrolle ein MHV-
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68-negatives Serum eingesetzt. In Abbildung 48 sind exemplarisch zwei 
Immunfluoreszenztests dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 48: Immunfluoreszenztests mit Seren MHV-68 positiver und negativer Tiere an dem  
           Gehirnschnitt des MHV-68 negativen Tieres 8/24-1; (Vergrößerung 200x) 
                          A: Serum von Tier 8/15-5 (MHV-68-infiziert) 
                          B: Serum von Tier 8/19-1(nicht infiziert) 
 
Mit Serum-Antikörper einer MHV-68-positiven Maus konnte eine starke Fluoreszenz der 
Meningen dieses Tieres detektiert werden (Abbildung 48A). Auch die Zellkerne der Neurone 
weisen eine grünliche Fluoreszenz auf. Hier werden also speziesspezifische Antigene 
nachgewiesen. Mit dem Serum des MHV-68-negativen Tieres werden keine 
speziesspezifischen Antigene nachgewiesen (Abbildung 48B). Um auszuschließen, dass die 
beobachtete Fluoreszenz durch speziesspezifische Antigene des Serumspenders hervorgerufen 
worden waren, wurden die Tiere jeweils mit ihren eigenen Seren behandelt.  
In Abbildung 49 sind exemplarisch Immunfluoreszenztests für die Gewebe Herz und Leber 
dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 49: Immunfluoreszenztest: Eigenserum der Tiere 
                        A: 1/2-15 Herz, nicht infiziert; B: 1/2-3 Herz, infiziert; C: 1/2-15 Leber, nicht infiziert 
                        D: 1/2-3 Leber, infiziert 
A B
A B
C D
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Im MHV-68-negativen Herzgewebe können keine Fluoreszenzen und somit keine 
speziesspezifischen Antigene detektiert werden (Abbildung 49A), im MHV-68-positiven 
Herzgewebe eines Tieres hingegen fluoreszieren die Kerne der Herzmuskelzellen (Abbildung 
49B). Das Lebergewebe verhält sich analog zum Herzen. Im MHV-68-negativen 
Lebergewebe kann keine grüne Fluoreszenz der Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 
49C), bei MHV-68-positivem Lebergewebe hingegen fluoreszieren die Kerne der Zellen 
(Abbildung 49D).  
Also scheinen bei MHV-68-positiven Tieren Autoantikörper gebildet zu werden, die zur 
Pathogenese des Gewebes beitragen könnten. 
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4.                    Diskussion 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Fragestellungen bearbeitet: 
 
1. Welche Elemente des MHV-68 G50-Promotors sind für die Induktion des 
lytischen Zyklus essenziell? Über welche viralen oder zellulären Faktoren wird der 
G50-Promotor reguliert?  
2. Wann, wo und wie dringt MHV-68 nach Inokulation in das ZNS ein und wie 
entwickelt sich die resultierende Immunantwort im Zeitverlauf? Bewirkt die 
neonatale MHV-68-Infektion Langzeitveränderungen im ZNS? Entstehen im 
Rahmen der Primärinfektion Antikörper gegen ZNS-Antigene, die ebenfalls zum 
ZNS-Schaden beitragen können? 
3. Sind die In-vitro-Proliferation der immortalen B-Zellen und die darin stattfindende 
Virusreplikation medikamentös beeinflussbar? Besteht ein Zusammenhang 
zwischen Cyclosporindosis und verschiedenen Komedikationen und dem Risiko 
eine lymphoproliferative Erkrankung zu entwickeln? 
 
Herpesviren spielen eine bedeutende Rolle bei der Pathogenese entzündlicher ZNS-
Erkrankungen. Insbesondere bei chronischen und akuten EBV-Infektionen weiß man, dass 
Entzündungen in den Wänden von Blutgefäßen des Zentralnervensystems (ZNS) auftreten 
können. Zurzeit ist das durch EBV verursachte Spektrum neurologischer Erkrankungen noch 
nicht vollständig definiert und Therapiemöglichkeiten fehlen. Ein Grund hierfür liegt im 
Fehlen eines  Tiermodells.  
Eine Alternative stellt hierzu möglicherweise das MHV-68 dar. Ähnlich wie humanpathogene 
Herpesviren kann es bei direkter intrazerebraler Inokulation Nervenzellen befallen [Terry et 
al., 2000]. Bei Interferon alpha/beta- bzw. gamma-Rezeptor-defizienten Mäusen führt es zu 
einer Vaskulitis großer Gefäße [Virgin et al., 1999] und bei Apolipoprotein E-defizienten 
Mäusen zur Aortensklerose mit Viruspersistenz in der Aorta [Alber et al., 2000]. 
Das Modellsystem MHV-68/Maus scheint deshalb zur Charakterisierung der Pathogenese von 
γ-Herpesvirus-Infektionen grundsätzlich geeignet zu sein.  
Der Forschungsgruppe MHV-68 am Lehr- und Forschungsgebiet Virologie, UK Aachen, ist 
es erstmals gelungen, durch intranasale Infektion von immunkompetenten Mäusen mit MHV-
68 zerebrale Infektionen zu erzielen. Bei neugeborenen Mäusen traten nach der Infektion 
schwere Krankheitssymptome auf. Hydrozephali und Parenchymnekrosen wurden 
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identifiziert. Somit steht ein geeignetes In-vivo-Modellsystem zur Verfügung [Häusler et al., 
2005], das zur Durchführung von In-vitro-Experimenten um eine MHV-68 Genom-positive 
Zelllinie (LymphoMHV-68) erweitert werden konnte [Kuropka, 2004]. 
. 
Um Aufschluss über die Regulation der Aktivität von MHV-68 zu bekommen, ist es 
erforderlich den G50-Promotor aus MHV-68 zu untersuchen. Nach genetischen 
Untersuchungen ist bekannt, dass das Gen G50 homolog zum BRLF1-Gen aus EBV ist, 
dessen Genprodukt im Zusammenspiel mit BZLF1 die Reaktivierung des EBV einleitet. Es 
soll festgestellt werden, ob eine Übereinstimmung bei den molekularen Mechanismen der 
Aktivierung beider Gene vorhanden ist. 
Die Pathogenese EBV-getriggerter neurologischer Erkrankungen ist weitgehend unbekannt. 
Deshalb ist es noch nicht möglich, EBV-assoziierte neurologische Komplikationen effektiv zu 
behandeln. Die Therapieoptionen fehlen. Der Eintritt des Virus in das ZNS soll aufgeklärt 
werden. Es sollen Therapieoptionen in vitro und in vivo zur Behandlung der neurologischen 
Symptomatik entwickelt werden. Wichtig ist auch zu untersuchen, ob Langzeitfolgen im ZNS 
durch eine MHV-68-Infektion entstehen. Diese Langzeitfolgen könnten ggf. durch eine 
medikamentelle Behandlung verhindert werden.  
Es wird postuliert, dass EBV in der Lage ist eine Autoantikörperproduktion zu induzieren 
[Fong et al., 1982]. Das gleiche gilt für MHV-68 [Virgin et al., 1999; Sangster et al., 2000]. 
Autoantikörper können zu einem Gewebeschaden beitragen und Autoimmunkrankheiten, z.B. 
Lupus erythematodes induzieren [Hanly, 2007]. Deshalb soll untersucht werden, ob im 
Rahmen von ZNS-Infektionen durch MHV-68 Autoantikörper entstehen, die zu den 
neurologischen Komplikationen beitragen können. 
  
4.1 Charakterisierung des putativen Promotors des MHV-68-kodierten Gens G50 
Die Reaktivierung von EBV erfolgt kaskadenartig [Modrow et al., 2003]. Für die Induktion 
des lytischen Zyklus ist die initiale Expression der viralen immediate-early-Gene BZLF1 und 
BRLF1 essenziell. BZLF1 kodiert für das Zta-Protein (Synonym: ZEBRA). Zta ist ein 
Transkriptionsfaktor, der Homologie zur AP1-Familie aufweist, zu der c-Jun und c-Fos 
gehören. [Farrell et al., 1989]. Zta aktiviert viele virale Promotoren durch Binden an ZREs 
(Zta responsive elements). Das Protein ist direkt an der lytischen Replikation beteiligt, in dem 
es an den lytischen Replikationsursprung oriLyt bindet und so das Anlagern des viralen DNA 
Polymerase/Helikase/Primase-Komplexes ermöglicht. Das BRLF1-Gen kodiert für das Rta-
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Protein, ebenfalls ein Transkriptionsfaktor, der mit Zta kooperiert. Rta bindet vorwiegend an 
GC-reiche Motive [Zalani et al., 1996] und aktiviert den Zp-Promotor des EBV, der die 
Expression von BZLF1 indirekt über zelluläre Transkriptionsfaktoren reguliert [Adamson et 
al., 2000]. Wird der lytische Zyklus über Rta initiiert, erfolgt dies über die Aktivierung einer 
Signalkaskade, die dann zur BZLF1-Transkription führt. Eine Option besteht in der Induktion 
des PI3-Kinasewegs, eine weitere Option beteiligt Stress-MAP-Kinase [Darr et al., 2001]. 
Nachdem die immediate-early-Gene exprimiert wurden, werden die entsprechenden Proteine 
in den Kern transportiert, wo sie die Expression der delayed-early-Gene induzieren, deren 
Genprodukte für die Replikation des Virusgenoms erforderlich sind. Gegen Ende des Zyklus 
werden schließlich die late-Gene aktiviert, die hauptsächlich für Strukturproteine kodieren.  
Eine Induktion des lytischen Zyklus des EBV kann durch die Behandlung mit 12-O-
Tetradecanoylphorbol-13-Acetat (TPA) und Anti-IgM herbeigeführt werden [Speck et al., 
1997; Daibata et al., 1993]. Dabei aktiviert TPA die Proteinkinase C, die wiederum die 
BZLF1-Expression induziert [Gao et al., 2001]. BZLF1 aktiviert dann die Expression von 
BRLF1. Die induktive Wirkung von Immunglobulinen auf den lytischen Zyklus von EBV 
scheint ebenfalls über die Induktion der Proteinkinase C wirksam zu werden. Der Antagonist 
Staurosporin der Proteinkinase C blockiert die Expression der Anti-IgM-induzierten Gene, zu 
denen unter anderem BRLF1 und BZLF1 gehören [Mellinghoff et al., 1991]. 
In MHV-68 ist ein einziges immediate-early-Gen gefunden worden. Der offene Leserahmen 
G50 zeigt eine Sequenzhomologie von 13,1% auf DNA-Ebene zu BRLF1 aus EBV [Virgin et 
al., 1997]. Auf den ersten Blick erscheint die Homologie sehr gering. Untersuchungen haben 
jedoch gezeigt, dass Homologien in der Regulation des lytischen Zyklus von EBV und MHV-
68 bestehen. 
Es ist nachgewiesen worden, dass bei MHV-68 Rta/G50 alleine in der Lage ist, die Latenz zu 
durchbrechen und die virale lytische Replikation zu aktivieren. Bei EBV hingegen spielt mit 
Zta ein zweites Protein eine sehr wichtige Rolle. In MHV-68 ist kein Homolog zu Zta 
gefunden worden. Vergleicht man die Struktur von Rta aus EBV und MHV-68, so fällt auf, 
dass einige Strukturen zwischen G50/Rta und BRLF1/Rta trotz geringer Homologie auf der 
Ebene des gesamten offenen Leserasters hoch konserviert sind. Im N-terminalen Bereich liegt 
solch eine Region. Bei dem Rta aus EBV ist sie für die Dimerisierung mit Zta und die DNA-
Bindung an Promotoren verantwortlich. Bei MHV-68 ist diese Region für die DNA-Bindung 
verantwortlich. Eine andere konservierte Region, die aus vielen sauren Resten besteht, liegt 
im C-terminalen Bereich. Solch eine Anordnung von sauren Resten ist charakteristisch für 
Aktivierungs-Domänen vieler verschiedener Transkriptionsaktivatoren [Wu et al., 2000].  
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Bei EBV wird BRLF1 in Form einer bicistronischen mRNA exprimiert, die zusätzlich das 
offene Leseraster von BZLF1 enthält [Chang et al., 2001]. Bei MHV-68 hingegen wird nur 
eine monocistronische mRNA exprimiert, die zur Translation von G50/Rta dient [Wu et al., 
2000]. 
Da Struktur- und Funktionshomologien zwischen BRLF1/Rta aus EBV und G50/Rta MHV-
68 festgestellt werden konnten, ist von Interesse, ob der G50-Promotor ähnlich reguliert wird 
wie der BRLF1-Promotor aus EBV. Sollte die Regulation des G50-Promotors Ähnlichkeiten 
mit der Regulation des BRLF1-Promotors aus EBV besitzen, werden auf molekularer Ebene 
weitere Hinweise auf eine Eignung von MHV-68 als Modellsystem für EBV etabliert. Es 
wäre dann möglich, z.B. Rta-spezifische Therapiekonzepte, im Modellsystem MHV-68/Maus 
zu entwickeln und diese mit Aussicht auf Erfolg auf die Behandlung von EBV-Infektionen zu 
übertragen. Die Wirkung verschiedener antiviraler Medikamente könnte im Mausmodell 
getestet werden. Dosisfindungsstudien wären ebenfalls möglich. Neben Therapiekonzepten 
können Lebend-Impfstoffe auf Basis von Virusmutanten an dem Modellsystem MHV-
68/Maus getestet werden. Die bis jetzt entwickelten Impfstoffe schützen zwar vor der akuten 
Replikation von MHV-68 in der Lunge, können aber nicht die Latenz von MHV-68 in B-
Zellen verhindern [Liu et al., 1999].  
 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Regulation des G50-Promotors untersucht werden als 
Basis für einen Vergleich mit der Regulation von BRLF1/Rta. Im Rahmen von Vorarbeiten 
[Kuropka, 2004] wurde festgestellt, dass der G50-Promotor durch TPA und zusätzlich durch 
Anti-IgM induzierbar ist. Das stellt eine Homologie zu EBV dar. Diese regulatorischen 
Bereiche wurden räumlich eingegrenzt (Abbildung 12, 3.1.1). Darauf aufbauend sollte im 
Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, welche Bereiche im G50-Promotor für diese 
Regulation essenziell sind. Diese regulatorisch wichtigen Bereiche wurden vor den 
Grundpromotor des G50-Promotors kloniert (Abbildung 13, 3.1.1). Daraus entstanden die 
Vektoren pGlowND6Box1, pGlowND6Box2 und pGlowND6Box3. Zellen der Zelllinie 
LymphoMHV-68 wurden mit diesen Vektoren transient transfiziert und mit TPA, Anti-IgM 
und Superinfektion behandelt. Nach 24 Stunden wurden die transfizierten Zellen 
durchflusszytometrisch auf GFP-Expression untersucht. Grundaktivität des G50-
Promotorbereiches konnte bei allen Vektoren detektiert werden. Zusätzlich ist 
pGlowND6Box1 durch TPA und Anti-IgM induzierbar. Die Aktivität von pGlowND6Box2 
konnte durch keine verwendete Substanz gesteigert werden, die Aktivität von 
pGlowND6Box3 durch alle drei verwendeten Substanzen (Tabelle 3, 3.1.1). Dies bestätigen 
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die Ergebnisse aus Vorarbeiten [Kuropka, 2004]. 
Mit Hilfe des Programms AliBABA2.1 wurden diese regulatorisch wichtigen Bereiche auf 
Sequenzhomologien zu Konsensussequenzen untersucht, an die Transkriptionsfaktoren 
binden können. Es wurden Bereiche ausgewählt, in denen sich solche Sequenzhomologien 
häufen. Für den Bereich Box1 (Position: 66141-66250) wurden die Konsensussequenzen für 
z.B. AP1 (aktivierendes Protein 1) und Oct-1 (Octamer-1), für den Bereich Box2 (Position: 
66251-66534) die Konsensussequenzen für, z.B. ICSBP (interferon consensus sequence 
binding protein) und SRF (serum response factor), und für den Bereich Box3 (Position: 
66397-66534) die Konsensussequenzen für, z.B. C/EBPalp (CCAAT/enhancer-binding 
protein alpha) und GR (glucocorticoid receptor), identifiziert (Abbildung 15). Diese 
Regionen mit großer Dichte potenzieller Proteinbindungsstellen wurden mutagenisiert 
(Abbildung 15, 3.1.2). Daraus entstanden folgende Vektoren: pGlowND6Box1AP1, 
pGlowND6Box1Oct-1, pGlowND6Box2ICSBP, pGlowND6Box2SRF, pGlowND6Box3 
C/EBPalp und pGlowND6Box3GR. Zellen der Zelllinie LymphoMHV-68 wurden mit diesen 
Vektoren transient transfiziert und mit TPA, Anti-IgM und Superinfektion behandelt. Die 
Analyse erfolgte nach 24 Stunden durchflusszytometrisch. Im Bereich der Box1 scheint die 
summarische Induktionsfähigkeit über Faktoren reguliert zu werden, die den Bereich der Oct-
1 Konsensussequenz binden, da durch die Zerstörung dieses Motivs die Induzierbarkeit durch 
TPA und Anti-IgM verloren geht. Die Zerstörung des Motivs AP1 hat keinen Einfluss 
(Tabelle 4, 3.1.2). EBV-Zta bindet an AP1-Konsensussequenzen und reguliert viele EBV-
Promotoren. Auf diesem Hintergrund basierend könnte man erwarten, dass die Induktion des 
G50-Promotors über die AP1-Konsensussequenz reguliert wird und nicht über die Oct-1-
Konsensussequenz. Die Superinfektion hat keinen Einfluss auf die Induzierbarkeit. Dies war 
auch zu erwarten, die Region 2.1 im Bereich der Box1 soll nur eine Induzierbarkeit mit TPA 
und Anti-IgM verursachen (Abbildung 12, 3.1.1).  
Im Falle der Box2, für die ein reprimierender Einfluss postuliert wird (Abbildung 12 und 13, 
3.1.1), scheint die Repression durch Faktoren vermittelt zu werden, die im Bereich der 
ICSBP-Konsensussequenz binden, die Induzierbarkeit durch TPA und Anti-IgM durch das 
Motiv SRF. Vor der Mutagenese war der Bereich SRF nicht induzierbar, nach der 
Mutagenese hingegen schon (Tabelle 4, 3.1.2). ICSBP fungiert in Zellen des Immunsystems 
als Repressor [Sharf et al., 1995]. Vielleicht benutzt MHV-68 dieses Motiv, um den G50-
Promotor negativ zu beeinflussen, d.h. zur Einleitung der Latenz. Für SRF wird eher ein 
aktivierender Effekt postuliert [Soulez et al., 1993]. Der reprimierende Effekt muss also durch 
andere Faktoren katalysiert werden, die eine vergleichbare Konsensussequenz erkennen. 
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Betrachtet man den Bereich der Box3, so scheint die summarische Induktionsfähigkeit über 
C/EBPalp und GR-bindende Faktoren reguliert zu sein. Die Mutagenese beider Regionen 
führt zu einem Rückgang der Induzierbarkeit (Tabelle 4, 3.1.2). Dies stimmt gut mit 
Erkenntnissen für das EBV überein. Hier führen solche Faktoren zu einer Steigerung der 
Transkription, d.h. Glukokortikoide steigern die Proliferation von EBV-immortalisierten B-
Lymphozyten [Quaia et al., 2000]. C/EBPalp interagiert mit Zta und aktiviert den Zta-
Promotor, was zu einer Induktion des lytischen Zyklus führt [Wu et al., 2004]. 
Zusammengefasst gibt es Homologien zu EBV. Der G50-Promotor scheint ebenfalls durch 
Proteine reguliert zu werden, die an Konsensussequenzen für C/EBPalp binden. Unterschiede 
gibt es auch. Die Induzierbarkeit durch Phorbolester scheint nicht über AP1-bindende 
Faktoren reguliert zu werden, wie es bei EBV der Fall ist, sondern eher über Oct-1-bindende 
Faktoren.  
Nachdem die räumlich eingegrenzten Bereiche Box1-3 isoliert auf ihre Funktion getestet 
wurden, sollte im Anschluss der Gesamtpromotor bzw. die Promotorverkürzungen untersucht 
werden. Es ist interessant, wie die Regulation des Promotors abläuft, wenn die physiologische 
Umgebung noch vorhanden ist, d.h. wenn regulatorische Elemente nicht isoliert betrachtet 
werden, wie dies in der vorangegangen Untersuchung gemacht wurde. Dazu sollten die 
Vektoren pGlowND2 (enthält die identische Region 2.1 wie der Vektor pGlowND6Box1), 
pGlowND3 (enthält die Regionen 3 und 2.2 wie der Vektor pGlowND6Box2) und 
pGlowND4 (enthält die Region 2.2 wie der Vektor pGlowND6Box3) (Abbildung 13, 3.1.1) 
im Bereich der zuvor besprochenen Motive mutagenisiert werden, d.h. die flankierenden 
Sequenzen des Gesamtpromotors sind vollständig erhalten. Für den Vektor pGlowND2 
(Region 2.1) war die Mutagenese erfolgreich. Die summarische Induktionsfähigkeit scheint 
bei dem Vektor pGlowND2 bei Vorliegen des intakten Promotors sowohl von den 
Konsensussequenzen für das Motiv AP1 als auch von den Konsensussequenzen für das Motiv 
Oct-1 abzuhängen. Auf dem gesamten Promotor liegen zahlreiche Bereiche, die für die 
Regulation des Promotors verantwortlich sein können. Deshalb ist es möglich, dass durch 
Interaktion der regulatorischen Elemente bzw. der anbindenden Faktoren miteinander 
abweichende Regulationsmechanismen auftreten. Der Vektor pGlowND2 wurde 
exemplarisch mutagenisiert, um die Wirkung der Mutationen im Gesamtzusammenhang zu 
sehen. Da sich die Auswirkungen im Gesamtzusammenhang nicht gravierend unterschieden 
haben, wurde auf die Mutagenese von pGlowND3 (Region 3 + 2.2) und pGlowND4 (Region 
2.2) (Abbildung 13, 3.1.1) verzichtet. 
Nachdem die Bereiche erfolgreich mutagenisiert worden waren und regulatorische 
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Eigenschaften festgestellt wurden, sollten mittels Yeast One Hybrid-System (2.2.3.19) 
potenzielle Bindungspartner, die für die Funktionen dieser Bereiche verantwortlich sind, 
identifiziert werden. Um eine effektive Bindung des potenziellen Bindungspartners 
hervorzurufen, musste eine so genannte Triple-Sequenz der Konsensussequenz für AP1 und 
Oct-1 im Bereich Box1, für ICSBP und SRF im Bereich Box2 und für C/EBPalp und GR im 
Bereich Box3 kloniert werden (Tabelle 5, 3.1.3). Für den Bereich Box2 und Box3 war die 
Klonierung erfolgreich. Die Vektoren pHIS2Box2 und pHIS2Box3 konnten generiert werden. 
Die Klonierung für den Bereich Box1 schlug auch nach mehrmaligen Versuchen unter 
Optimierung der Klonierungsbedingungen fehl. Möglicherweise stört die Einführung dieses 
genetischen Elements die Physiologie der Bakterien so stark, dass positive Klone nicht 
selektiert werden konnten. Deshalb wurde diese Klonierung nicht mehr weiter verfolgt. 
Das Yeast One Hybrid-System lieferte zahlreiche Klone als potenzielle Bindungspartner. Die 
Sequenzen der potenziellen Bindungspartner wurden mittels Sequenzierung überprüft. Drei 
potenzielle Bindungspartner wurden für die weitere Analyse ausgesucht. Dazu gehörten der 
Krüppel-like factor 6 (Klf6) und der CArgbox-binding factor A (CArgbox) für den Bereich 
der Box2 und der CArgbox-binding factor A (CArgbox) und das Hitzeschockprotein 70 kDa 
Protein 5 (Hspa5) für den Bereich der Box3. Mit Hilfe des Programms Conserved Domain 
(NCBI) wurden die Sequenzen dieser potenziellen Bindungspartner auf DNA- oder RNA-
Bindungsdomänen untersucht. Alle Faktoren besitzen eine DNA- oder RNA-
Bindungsdomäne und sind in der Transkription bzw. Translation beteiligt. 
 
Krüppel-like Faktoren (KLF) sind DNA-bindende Transkriptionsfaktoren, die 
unterschiedliche Rollen in der Differenzierung und der Entwicklung spielen. Sie binden an 
GC-reiche Motive, an CACCC-Elemente oder an Stränge, die C-reich auf dem einen und G-
reich auf dem anderen Strang sind [Biekert, 2001]. KLF’s besitzen Zink-Finger des Cystein-
Histidine Typs C2H2; diese Motive sind für die DNA-Bindung verantwortlich. Diese Zink-
Finger ähneln denen der Sp1-Familie [Suzuki et al., 2005]. KLF’s haben nukleare 
Lokalisations-Sequenzen und tragen transkriptionelle Aktivierungs- oder Repressor-Domänen 
[Kaczynski et al., 2003].  
Klf6 spielt eine Rolle bei Entzündungsprozessen, vorwiegend in Lebersternzellen [Biekert, 
2001]. Dieser Faktor wird universell exprimiert, hauptsächlich aber in Zellen des Endothels 
und der Leber. In vielen Tumoren ist das kodierende Gen mutiert, es handelt sich also um ein 
Tumorsuppressorgen. Klf6 ist an dem vaskulären Entzündungsprozess beteiligt [Suzuki et al., 
2005], fungiert als Aktivator der Transkription in TATA-Box-losen und TATA-Box-
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beinhaltenden Promotoren und zeigt die Charakteristika eines verzögert-frühen Gens [Dang et 
al., 2000]. Im EBV Promotor ED-L2 sind Krüppel-like Faktor Motive, die an der Regulation 
des Promotors beteiligt sind, gefunden worden. An diese Motive bindet der gut-enriched 
krüppel-like Faktor (GKLF/KLF4) und aktiviert den ED-L2-Promotor. Konstitutive 
Expression von GKLF führt zur Inhibition der DNA-Synthese in Geweben [Jenkins et al., 
1997]. Das CACCC-Motiv wird oft in viralen Promotoren oder Enhancern gefunden, z.B. im 
humanen Papillomavirus-11 E6-Promotor oder in SV40 Enhancern [Nakagawa et al., 1997].  
Für das MHV-68 ist im Zusammenhang mit Klf6 noch nichts bekannt. 
CArgbox-Motive bestehen aus 10 Nukleotiden mit der Abfolge CC(A+T reich)6GG. Einige 
CArg Boxen sind positive regulatorische Elemente, an die nukleare Faktoren binden. Gene, 
die durch Serumfaktoren (z.B. serum response factor) induziert werden, tragen CArg Boxen 
im Promotorbereich [Soulez et al., 1993]. Im Long Terminal Repeat (LTR) der onkogenen 
Avain Retroviren (z.B. Rous Sarcoma Virus (RSV)) ist ein starkes Enhancer-Element 
gefunden worden, das unter anderem ein CArgbox-Motiv enthält. Die Rolle von CArg Box 
Motiven in der viralen transkriptionellen Regulation ist jedoch unbekannt [Zachow et al., 
1992]. CArg Boxen werden in Promotoren von Muskel-spezifischen Genen, aber auch in 
Promotoren von verzögert-frühen Genen (z.B. c-fos-Onkogen), gefunden. CArg Box-binding 
factor A (CBF-A) ist sowohl ein Transkriptionsfaktor als auch ein DNA-Bindungs-Faktor und 
hat häufiger reprimierende als aktivierende Eigenschaften. Der Faktor bindet an das 
CArgbox-Motiv und an ssDNA und RNA [Kamada et al., 1992]. CBF-A interagiert mit vielen 
Motiven in Immunglobulin-Promotoren und besitzt eine regulierte subzelluläre Ausbreitung. 
Er verfügt über ein nukleares Lokalisationssignal an seinem C-Terminus und ist vorwiegend 
im Zytoplasma von ruhenden B-Lymphozyten lokalisiert [Aranburu et al., 2006]. Neben der 
CArg Box bindet er vorwiegend an die Sequenz CCGGAA. Es ist möglich, dass CBF-A eine 
Rolle in der Kontrolle des Zell-Zyklus und der Karzinogenese von Säugerzellen spielt 
[Mikheev et al., 2000]. Im humanen Herpesvirus 5 (Zytomegalievirus (CMV)) sind CArg 
Boxen, die bei der Regulation eines verzögert-frühen Gens eine Rolle spielen, gefunden 
worden [Cahill et al., 1994]. In Verbindung mit EBV und MHV-68 wurden CArg Boxen in 
der Literatur bis jetzt nicht beschrieben. 
Hitzeschockproteine sind Chaperone, die bei Stress helfen, Polypeptide richtig zu falten oder 
in ihrer nativen Konformation zu erhalten. Sind Zellen viral oder bakteriell infiziert, wird die 
Expression von Hitzeschockproteinen durch die Zelle induziert. Das Hitzeschockprotein 70 
kDa (Hsp70) wird induziert, wenn Zellen umweltbedingtem Stress ausgesetzt sind, was dazu 
führen kann, dass Polypeptide denaturieren oder inkorrekt gefaltet werden. Durch das Hsp70 
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ist es möglich, dass die Replikation und die Freisetzung von RNA und DNA Viren gefördert 
werden [Jeremias et al., 1999]. Viren in der Latenzphase können durch Hsp70 wieder 
reaktiviert werden [Jeremias et al., 1997]. Die Konsensus-Sequenz des Heat-Schock-Response 
Elements ist nGAAnnTT/CCnnGAAn [Martinez et al., 2001]. Bei EBV induziert das 
Hitzeschockprotein 72 kDa (Hsp72) die Expression des Proteins EBNA-LP in Koaktivierung 
mit EBNA2. EBNA-LP und EBNA2 sind die ersten EBV-kodierten Gene, die nach einer 
Infektion von B-Lymphozyten, exprimiert werden. EBNA2 aktiviert spezifische zelluläre und 
virale Promotoren, EBNA-LP erhöht den Effekt von EBNA2. Das Hsp72 interagiert mit 
EBNA-LP. Hsp72 ist wichtig bei der posttranslationalen Proteinfaltung und beim Neufalten 
der Proteine nach Hitzestress [Peng et al., 2007]. Für die Regulation von MHV-68 ist die 
Notwendigkeit eines Hitzeschockproteins noch nicht bekannt. 
Die offenen Leserahmen der potenziellen Bindungspartner wurden in den Expressionsvektor 
pcDNA3.1-V5-His-Topo kloniert. Daraus entstanden die Vektoren pcDNAHspa5, 
pcDNACArgbox und pcDNAKlf6. Zellen der Zelllinie LymphoMHV-68 wurden mit den 
Vektoren pGlowG50Prom (enthält den gesamten Promotorbereich des G50-Promotors aus 
MHV-68) und pcDNAHspa5, pGlowG50Prom und pcDNACArgbox und pGlowG50Prom 
und pcDNAKlf6 kotransfiziert. Die Analyse erfolgte nach 24 Stunden 
durchflusszytometrisch. Die Kotransfektion des G50-Promotors mit dem Hspa5 führte zu 
einer messbaren Steigerung der GFP-Fluoreszenz im Gegensatz zur Kontrolle (Kotransfektion 
mit pGlowG50Prom und pcDNAleer) (Abbildung 23, 3.1.4). Das Hspa5 hat einen 
induzierenden Einfluss auf den G50-Promotor von MHV-68. Betrachtet man die Sequenz der 
Box3, fällt auf, dass eine potenzielle Bindungsstelle für das Hspa5 vorhanden ist (Position: 
66399-66410), diese aber nicht im Bereich der Konsensussequenzen C/EBPalp und GR liegt. 
Der Faktor muss also auch an weitere Sequenzmotive binden können. Im Zusammenhang von 
EBV ist ebenfalls ein induktiver Effekt des Hsp72 auf den Promotor von EBNA-LP 
beschrieben worden [Peng et al., 2007]. Von Hsp70 ist bekannt, dass es die virale 
Proliferation fördern kann [Jeremias et al., 1997]. Diesen Effekt scheint sich MHV-68 zu 
Nutze zu machen, um den G50-Promotor zu aktivieren. 
Sowohl CBF-A als auch Klf6 haben keinen Einfluss auf die Aktivität des G50-Promotors. 
Eine Steigerung der GFP-Expression ist nicht zu messen. Da aber eine Bindung an die 
Dreifachsequenz im Hefesystem bestätigt wurde, sollte untersucht werden, ob es sich dort um 
eine unspezifische Bindung handelte. Deshalb wurden Zellen der Zelllinie LymphoMHV-68 
mit den Vektoren pGlowND6Box2 und pGlowND6Box3, die nur die Promotorabschnitte 
Box2 und Box3 vor dem Grundpromotor enthielten, und den Vektoren pcDNACArgbox und 
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pcDNAKlf6 kotransfiziert. Die Analyse erfolgte nach 24 Stunden durchflusszytometrisch. 
Sowohl im Bereich Box2 als auch im Bereich Box3 hat Klf6 einen positiven Einfluss auf die 
Aktivität des G50-Promotors (Abbildung 24A und B, 3.1.4). CBF-A hat nur im Bereich Box3 
einen deutlich positiven Einfluss, d.h. die Bindung an die Dreifachsequenz war kein Artefakt, 
da eine Bindung an das größere Promotorelement im Bereich Box3 detektiert werden konnte. 
Jedoch hat diese Bindung am Gesamtpromotor keinen physiologischen Einfluss.  
Zusammenfassend kann die Bindung des Hspa5 an den G50-Promotor aus MHV-68 bestätigt 
werden. CBF-A und Klf6 binden an den Promotor, diese Bindungen haben jedoch keinen 
messbaren positiven Einfluss auf die Funktion des G50-Promotors. 
 
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, den Transkriptionsstart des Gens G50 zu detektieren. 
Dazu wurde das Verfahren RACE angewandt. In Abbildung 26 (3.1.5) ist zu erkennen, dass 
der tatsächliche Transkriptionsstart 8bp vor dem ATG liegt. Bei anderen Organismen ist der 
tatsächliche Transkriptionsstart weiter weg vom ATG zu finden. Bei Paracoccus 
pantotrophus liegt der Transkriptionsstart des Gens nirS 29bp vor dem ATG [Saunders et al., 
2000]. Die Transkription von BZLF-1 aus EBV beginnt 40bp vor dem eigentlichen ATG 
[Sommer, 2001]. Bei dem M4-Gen aus MHV-68 liegt der tatsächliche Transkriptionsstart bei 
Position 8526. Die Initiation der Translation beginnt bei Position 8538. Der erwartete 
Transkriptionsstart liegt aber bei Position 8410. Also beginnt die mRNA-Synthese erst 116bp 
hinter dem eigentlichen ATG, die Proteinsynthese sogar 128bp hinter dem ATG [Townsley et 
al., 2004]. Zu erwarten gewesen wäre eine Divergenz des vermuteten und tatsächlichen 
Transkriptionsstarts von 20-80bp.  
 
Zur Prüfung der Relevanz im Modellsystem MHV-68/Maus gewonnenen Ergebnisse für das 
Epstein-Barr Virus sollte untersucht werden, ob der G50-Promotor in EBV-positiven 
Zelllinien aktiv ist und ähnlich reguliert wird. Dazu wurden Zellen der Zelllinien B95-8 und 
Raji mit dem Vektor pGlowG50Prom transfiziert und mit TPA oder Anti-IgM behandelt bzw. 
superinfiziert. Nach 24 Stunden wurden die transfizierten Zellen durchflusszytometrisch 
untersucht. Der G50-Promotor zeigt in den verwendeten EBV-positiven Zelllinien leichte 
Grundaktivität (Abbildung 27A und B, 3.1.6). Eine Induktion der Promotoraktivität konnte 
aber durch die o.g. Substanzen nicht ausgelöst werden. Also scheinen den EBV-positiven 
Zelllinien Faktoren zu fehlen, die für die Induktion des G50-Promotors essenziell sind bzw. 
die Homologie zwischen den humanen und murinen Faktoren ist zu gering, um die 
Promotorinduktion zu bewirken. 
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4.2 Der Eintritt von MHV-68 in das ZNS von Mäusen 
Es ist bekannt, dass im Verlauf akuter und chronisch aktiver Epstein-Barr Virus (EBV)-
Infektionen Entzündungen der Wände von Blutgefäßen (Vaskulitiden) des Zentralnerven-
systems (ZNS) auftreten, die zu lokalisierten Funktionsausfällen, mit oder ohne epileptischen 
Episoden, zu generalisierten Enzephalitiden [Baskin et al., 2007] und möglicherweise auch zu 
Multipler Sklerose führen [Serafini et al., 2007]. Eine wirksame Therapie dieser 
Krankheitsbilder gibt es nicht. Mithilfe des Modellsystems MHV-68/Maus sollte untersucht 
werden, wann und wie das Virus in der Lage ist, das ZNS zu infizieren, und ob eine 
Immunreaktion des Wirtes entsteht, die ggf. zu den Schäden beitragen könnte.  
Um den Eintritt von MHV-68 in das ZNS von Mäusen zu klären, sollte eine Infektionskinetik 
erstellt werden. Dazu wurden neonatale BALB/c-Mäuse mit MHV-68 infiziert. Die Organe 
dieser Tiere, besonders das Hirn, wurden zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion mittels 
G50-spezifischer nested-PCR oder real-time-PCR auf MHV-68-DNA überprüft. Die Aktivität 
von MHV-68 sollte im Hirn von BALB/c-Mäusen mithilfe eines Immunfluoreszenztests 
dargestellt werden. Um die Immunreaktion des Wirtes auf die MHV-68-Infektion zu 
untersuchen, wurden immunhistochemische Färbungen des ZNS dieser Tiere durchgeführt. 
Eine Infektion des Gehirns von BALB/c-Mäusen durch MHV-68 ist bereits 3 Tage nach 
Infektion feststellbar. Jedoch übersteigt die Viruslast im Blut die Viruslast im Hirn. Nach 6 
Tagen überwiegt erstmals die Viruslast im Hirn der Tiere, deshalb kann erst dann von einer 
sicheren Infektion des Hirns ausgegangen werden, erstmals ist MHV-68-DNA im Gehirn 
nach 3 Tagen nachgewiesen worden. Die Infektion im ZNS ist bis zum 101. Tag nach 
Infektion noch messbar, anscheinend persistiert die MHV-68-Infektion im Hirn dieser Tiere.  
Normalerweise reguliert die Blut-Hirn-Schranke das Eindringen von Makromolekülen, 
mikrobiologischen Pathogenen und zirkulierenden Leukozyten. HIV nutzt zirkulierende 
Makrophagen, um in das Gehirn zu gelangen und die Astrozyten und Neuronen zu infizieren 
[Hurwitz et al., 1994]. Es sind aber noch drei weitere Wege des Eindringens bekannt. CD4+-
T-Zellen, die mit HIV infiziert sind, können ebenfalls die Blut-Hirn-Schranke überwinden 
und zu einer Infektion des Hirns führen. HIV kann aber auch azellulär ins Hirn gelangen und 
zwar auf direktem Wege zwischen den Zellen, die Transzytose durch mikrovaskuläre 
Endothelzellen im Hirn ist ebenfalls möglich [Ghafouri et al., 2006]. Die Infektion des Hirns 
findet schon sehr früh nach der Infektion mit HIV statt, aber diese Infektion bleibt meistens 
asymptomatisch bis die Krankheit AIDS (aquired immune deficiency syndrome) ausbricht. 
Dann führen die produzierten Zytokine zu einer Entzündungsreaktion im Hirn, die zu einer 
Enzephalitis führen kann [Dallasta et al., 1999]. Bei dem Varizella-Zoster Virus (VZV) 
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kommt es ebenfalls zu einem neurologischen Befall. Dieser tritt jedoch erst später auf. Die 
Infektion kommt durch infizierte Tröpfchen zu Stande, die über die Luft übertragen werden 
können [Davidovici et al., 2007]. Zuerst wird die Mundschleimhaut infiziert, von da aus 
verbreitet sich das VZV erstmals in die Lymphknoten und gelangt in die Leber und Milz. 
Sowohl periphere Blutmonozyten als auch Lymphozyten und Makrophagen werden infiziert. 
Die Inkubationszeit beträgt 14 Tage. Hautzellen werden infiziert, es kommt zu dem typischen 
Hautausschlag. Ausgehend von den Hautzellen breitet sich das Virus  entweder hämatogen 
durch infizierte Zellen oder durch Zell-Zell-Kontakt in den Ganglien aus. Eine Infektion von 
anderen Organen, unter anderem dem Hirn, erfolgt durch infizierte Zellen [Arvin, 1996]. Bei 
einer Herpes simplex Virus Typ 1 (HSV1)-Infektion werden die Zellen des olfaktorischen 
Systems infiziert. Von dort ausgehend findet die Infektion der Hippocampusregion und der 
Neurone statt [Becker, 1995]. HSV1-Proteinexpression konnte 7 Tage nach Infektion in 
Neuronen und nicht neuronalen Zellen detektiert werden, passend zur Virusreplikation und 
der Ausbreitung in den trigeminalen Nerv und das olfaktorische System. HSV1-Antigen-
positive Zellen können noch 90 und 220 Tage nach Inokulation im Nervensystem detektiert 
werden [Valyi-Nagy et al., 2000]. Also muss die Infektion des Gehirns spätestens am 7. Tag 
nach Infektion des Organismus mit HSV1 stattgefunden haben und persistiert wie bei MHV-
68 für Monate. Bei MHV-68-infizierten Mäusen konnte die MHV-68-DNA erstmals 3 Tage 
nach Infektion detektiert werden, eine sichere Infektion ist aber ab Tag 6 nachgewiesen. Also 
scheint der Infektionsablauf von Herpesviren im Hirn ähnlich abzulaufen. 
Der Eintrittsweg von MHV-68 in das Gehirn von Mäusen sollte geklärt werden. Es ist 
möglich, dass MHV-68 die gleichen Verbreitungswege wie das HIV nutzt. Eine Verbreitung 
durch infizierte Zellen wäre denkbar. Bei MHV-68 kämen als erstes B-Lymphozyten infrage, 
da MHV-68 B-Lymphozyten latent infiziert. Aber auch Makrophagen und dendritische Zellen 
dienen als Reservoire [Flaño et al., 2000]. Ein azellulärer Transport wäre möglich. Es könnte 
sich wie HIV durch die Zellen schleusen und so ins Hirn gelangen, eine Transzytose durch 
Zellen des olfaktorischen Systems, über den Riechnerv bis ins Hirn, wäre ebenfalls denkbar. 
Der zelluläre Transport sollte untersucht werden.  
Da es keine Mäuse ohne B- und T-Zellen mit dem genetischen Hintergrund der BALB/c-
Mäuse gab, wurden dazu B- und T-Zell-defiziente Mäuse B6-(Rag1) einer anderen Linie 
genutzt, als Kontrollen dienten Wildtyp-Mäuse (C57BL/6) mit gleichem genetischen 
Hintergrund.  
Die Mäuse der Linie B6-(Rag1) und C57BL/6 wurden ebenfalls neonatal mit MHV-68 
intranasal infiziert. Die Organe dieser Tiere wurden zu verschiedenen Zeitpunkten gewonnen 
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und mittels G50-spezifischer real-time-PCR auf MHV-68-Infektion untersucht. Tiere beider 
Linien sind im Hirn mit MHV-68 infiziert. Also sind weder die B- noch die T-Zellen an der 
Ausbreitung von MHV-68 im Hirn von Mäusen beteiligt. Das Virus gelangt auf einem 
anderen Weg dorthin. Es wird entweder azellulär im Blut transportiert oder breitet sich durch 
Zell-Zell-Kontakt aus. Eine andere Möglichkeit ist, dass andere Zellen, die als Reservoire für 
MHV-68 dienen, wie z.B. Makrophagen und dendritische Zellen [Flaño et al., 2000], an der 
Verbreitung im Körper beteiligt sind. Das VZV kann ebenfalls dendritische Zellen infizieren. 
Diese infizierten Zellen wandern durch den Körper und können andere Organe infizieren 
[Arvin, 1996]. 
Die Viruslast der C57BL/6-Mäuse ist deutlich geringer als die Viruslast der B- und T-Zell-
defizienten Tiere. Eine Eindämmung der Infektion ist also von den B- und T-Lymphozyten 
abhängig. Deshalb sollten die Immunreaktionen des Wirtes nach einer erfolgreichen Infektion 
mit MHV-68 untersucht werden. Dazu mussten Hirne von MHV-68-infizierten Mäusen 
immunhistochemisch analysiert werden, als Kontrollen dienten Hirne nicht infizierter Mäuse.  
Die Hirne MHV-68-infizierter Mäuse zeigten ab dem 9. Tag nach Infektion Infiltrate aus 
CD3+-Lymphozyten [Häusler, persönliche Mitteilung], also 6 Tage nach dem ersten 
Nachweis von MHV-68 im Hirn und 3 Tage nach der gesicherten Infektion dieses Organs. 
Bei HIV verläuft die Infektion des Hirns meistens asymptomatisch, bis die Krankheit AIDS 
ausbricht [Dallasta et al., 1999], erst dann treten Symptome wie Enzephalopathien und 
Demenz auf. Bei Kindern, die durch AIDS an Enzephalopathie erkrankt sind, wurden 
Infiltrate gefunden, die aus CD3+CD45RO+ T-Lymphozyten bestehen [Lin et al., 2005]. Also 
leitet der Körper eine Immunreaktion ein. Bei immunsupprimierten Patienten, die mit EBV 
infiziert sind, können  primäre Lymphome im ZNS detektiert werden. Implantiert man B-
Lymphozyten aus diesen Lymphomen in das Hirn von Ratten, so entwickelt sich ein letales 
Lymphom. Histologisch erkennt man ein multifokales, perivaskuläres Infiltrat aus EBV-
positiven B-Lymphozyten [Roychowdhury et al., 2003]. Erst nach der Infektion ist der Körper 
der Maus in der Lage, eine Immunantwort einzuleiten. Diese Immunantwort benötigt etwas 
Zeit, deshalb ist es nicht ungewöhnlich, dass Infiltrate erst 3 Tage nach der gesicherten 
Infektion auftreten. Dies scheint an der verzögerten Reaktionszeit des Immunsystems zu 
liegen. Die eintretenden Keime müssen erst von Abwehrzellen, z.B. Makrophagen, 
aufgenommen und lysiert werden. Diese Zellen präsentieren dann die Antigene der 
eingedrungenen Keime und aktivieren so T-Lymphozyten. Die aktivierten T-Lymphozyten 
wandern in die Lymphknoten und aktivieren B-Lymphozyten, so dass eine 
Antikörperproduktion stattfindet. Es erfolgt eine Infiltration des Gewebes. Die infiltrierten 
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Zellen schütten Zytokine aus, die eine Entzündungsreaktion hervorrufen. Infizierte Zellen und 
freie Keime können durch Antikörper neutralisiert werden. Anschließend entstehen 
Gedächtniszellen, die bei einer erneuten Infektion mit dem Keim eine schnellere und 
effektivere Immunantwort einleiten können [Demengeot et al., 2003, Mazmanian et al., 
2006]. Sobald MHV-68 im Hirn messbar ist, scheint eine etablierte Infektion vorzuliegen, 
auch wenn die Viruslast im Blut die Viruslast im ZNS noch übersteigt. Die Anzahl bzw. die 
Stärke der Infiltrate nehmen mit dem Alter der Maus zu. Da es sich um keimarme, steril 
gehaltene Mäuse handelt, wurde ihr Immunsystem nicht von vielen Keimen gefordert. Also 
kann die Stärke der Infiltrate nicht am kompetenteren Immunsystem liegen. Die Infektionszeit 
dieser Tiere mit MHV-68 ist länger, d.h. das Immunsystem hat mehr Zeit, sich mit MHV-68 
auseinanderzusetzen und eine effektive Immunantwort einzuleiten. Die Anzahl der Infiltrate 
im Hirn steigt an, je geringer die Viruslast im Blut der Tiere ist. Wenn die Viruslast im Blut 
zurückgeht, im Hirn aber bestehen bleibt, liegt eine etablierte Infektion vor, die der Körper 
versucht zu bekämpfen. Die Schwere der Infiltrate nimmt mit hoher Viruslast im Gewebe zu. 
Je höher die Viruslast im Hirn ist, umso mehr Zellen scheinen infiziert zu sein. Deshalb muss 
der Körper der Maus eine stärkere Immunantwort einleiten. Dies erklärt die Schwere der 
Infiltrate bei hoher Viruslast.  
Da eine Immunantwort im Hirn von MHV-68-infizierten Tieren eingeleitet wird, sollte 
festgestellt werden, ob diese Immunantwort nach langer Infektionszeit zu Schäden im ZNS 
führt oder ob es MHV-68 schafft, sich im Hirn dieser Tiere so zu etablieren, dass es latent 
vorliegt und sich einer weiteren Immunantwort entziehen kann. Dazu wurden BALB/c-Mäuse 
neonatal mit MHV-68 infiziert. Die Infektionsdauer betrug bis zu 6 Monate. Mittels G50-
spezifischer real-time-PCR wurde die Infektion des Hirngewebes dieser Mäuse 
nachgewiesen. Nicht bei allen Mäusen konnten nach so langer Zeit Virusgenomkopien im 
Hirn nachgewiesen werden, also lag bei diesen Tieren entweder keine Infektion des Hirns vor 
oder der Körper hatte es geschafft, die Infektion zu eliminieren. Bei den Tieren, die aber noch 
eine Infektion des Hirns zeigten, lag die Viruslast immer bei ca. 106 Kopien/mg Gewebe 
(Tabelle 8, Anhang). Das ist ein hoher Wert, deshalb kann davon ausgegangen werden, dass 
der Körper eine Immunantwort gegen diese Infektion eingeleitet hat. Untersuchte man die 
Hirne dieser MHV-68-positiven Tiere immunhistochemisch, konnten keine Infiltrate mehr 
nachgewiesen werden. Auch die Hirnstruktur sah völlig normal aus. Nekrosen oder andere 
Läsionen konnten nicht entdeckt werden. Also scheinen keine Langzeitfolgen durch das 
MHV-68 im ZNS zu entstehen, trotz hoher Viruslast. 
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4.3 Medikamentöse Beeinflussungen der Infektiösität von MHV-68  
Es ist kaum möglich, EBV-Infektionen und insbesondere die dadurch verursachten 
neurologischen Komplikationen medikamentös zu behandeln. Deshalb ist es sinnvoll, 
verschiedene Therapieoptionen am Modellsystem MHV-68/Maus in vitro und in vivo zu 
testen. Dazu wurden antivirale und antiinflammatorische Substanzen getestet.  
Bei HIV-Infektion führt die Infektion des Hirns zur Bildung von proinflammatorischen 
Zytokinen [Koutsilieri et al., 1999]. Zur Verhinderung von Schädigungen des ZNS, müssen 
antiinflammatorische Medikamente eingesetzt werden, die die Entzündung im Gewebe unter 
Kontrolle halten. Zeitgleich müssen antivirale Medikamente gegeben werden, die bei der 
Eindämmung der Virusreplikation mitwirken. Wahrscheinlich führen infizierte oder aktivierte 
Makrophagen und Mikrogliazellen zur Ausschüttung von Neurotoxinen, die für die 
neurologische Komplikation bei HIV-Infektion verantwortlich sind [Lipton, 1996]. Um 
Therapieoptionen bei EBV-Infektionen zu entwickeln, ist es daher sinnvoll antivirale und 
antiinflammatorische Substanzen auszutesten. Erst müssen sie einzeln in ihrer Wirksamkeit 
überprüft werden. Ist dies geschehen, können verschiedenen Kombinationen ausgetestet 
werden. Die Austestung solcher Substanzen wurde am Modellsystem MHV-68/Maus in vitro 
und in vivo durchgeführt. Dabei wurde die medikamentöse Wirksamkeit zuerst mit einer 
MHV-68-positiven Zelllinie getestet. Die parallele Beeinflussung der DNA-Syntheserate und 
der Einfluss auf die Virusaktivität wurden zur Beurteilung eines Wirkstoffes herangezogen. 
Es sollten Wirkstoffe gefunden werden, die die DNA-Syntheserate der Zellen nicht 
beeinflussen, die Virusaktivität von MHV-68 jedoch negativ. 
Die Wirkstoffe Cyclosporin A, Everolimus (RAD), Acetylsalicylsäure, Methylprednisolon 
und Aciclovir wurden untersucht. 
Cyclosporin A (CsA) ist ein immunsuppressives Medikament, dass aus dem Pilz 
Tolypocladium inflatum isoliert wurde. Es wird als Calcineurinantagonist bezeichnet [Walker 
et al., 2007] und genutzt, um Organ-Abstoßung nach Transplantationen und die graft-versus-
host Erkrankungen von Personen mit Leukämie nach einer Knochenmarkstransplantation zu 
verhindern. Aber auch zur Bekämpfung von Autoimmunerkrankungen, wie z.B. reumathoide 
Arthritis, wird es eingesetzt. Intravenös wird es meist in einer Dosis von 5mg/kg/d, oral in 
einer Dosis von 14-18mg/kg/d verabreicht [Canafax et al., 1983]. CsA verhindert reversibel 
den Eintritt von immunkompetenten Lymphozyten aus der G0 in die G1-Phase des Zellzyklus. 
Das Hauptziel dabei sind die T-Helfer-Zellen, aber auch T-Supressor-Zellen können als Ziel 
dienen. Der Wirkstoff blockiert den Calcineurin-abhängigen Weg der T-Zellaktivierung. 
Nicht nur T-Zellen werden durch CsA inhibiert, B-Zellen können ebenfalls als Ziel dienen. 
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Für neutrophile Granulozyten und Thrombozyten wurde kein Effekt nachgewiesen [Nelson, 
1984]. Die Ausschüttung von Interleukinen, insbesondere IL-2, wird durch CsA verhindert 
[Beauchesne et al., 2007].  
Bei durch CsA immunsupprimierten Patienten kann in Verbindung mit EBV eine 
lymphoproliferative Erkrankung entstehen. Die Häufigkeit beträgt 1-20% [Everly et al., 
2007]. In Verbindung mit EBV-positiven Zelllinien wurde beobachtet, dass sie unter Einfluss 
von CsA mehr EBV-Virionen produzierten als ohne CsA. Bei PBMCs (peripheral blood 
mononuclear cells) wurde in Verbindung mit einer EBV-Infektion und einer Behandlung mit 
CsA eine erhöhte Produktion von IL-6 festgestellt [Tanner et al., 1996]. IL-6 ist ein Aktivator 
der akuten Phase-Antwort und ein Lymphozyten-stimulierender Faktor. Es kann zwischen 
angeborener und erworbener Immunität umschalten [Jones, 2005]. In Monozyten und B-
Lymphozyten wird IL-6 vorwiegend durch eine EBV-Infektion induziert. Dazu ist die 
Bindung von zwei EBV-Glykoproteinen gp350 und gp220 an einen CD21- oder einen CD21-
like-Rezeptor notwendig. IL-6-Expression wird bei T-Lymphozyten nur durch die 
Behandlung mit CsA ausgelöst, bei B-Lymphozyten nur durch eine EBV-Infektion, nicht aber 
durch eine CsA-Behandlung. IL-6 agiert als ein Wachstumsfaktor für B-Zellen. Wird ein 
Patient mit CsA behandelt, führt das zu einer erhöhten Expression von IL-6 durch T-
Lymphozyten und deshalb zu einem erhöhten Wachstum an EBV-infizierten B-Zellen. 
Deshalb ist es unter anderem durch eine Behandlung mit CsA möglich, B-Zell-Lymphome 
auszulösen [Tanner et al., 1996].  
MHV-68 ist ebenfalls in der Lage, lymphoproliferative Erkrankungen auszulösen. Die Rate 
an lymphoproliferativen Erkrankungen kann durch CsA-Gabe gesteigert werden [Sunil-
Chandra et al., 1994]. 
Der Einfluss von Cyclosporin A auf die DNA-Syntheserate von MHV-68-positiven 
LymphoMHV-68-Zellen und EBV-positiven Zelllinien wurde untersucht. Bei allen 
verwendeten Zelllinien ist ein antiproliferativer Effekt zu erkennen. Diese Ergebnisse waren 
nicht zu erwarten. CsA führt zu einer Steigerung der IL-6-Produktion. Da auch B-
Lymphozyten IL-6 bilden und sezernieren können und IL-6 als Wachstumsfaktor für B-
Lymphozyten agiert, wäre eine proliferationssteigernder Effekt zu erwarten gewesen [Tanner 
et al., 1996]. Also unterscheidet sich die Wirksamkeit von CsA in diesem unnatürlichen 
System. Bei diesen Kulturen handelt es sich um reine B-Lymphozyten-Kulturen, das 
komplexe System des Körpers ist in dieser Kultur nicht gegeben. 
Betrachtet man den Einfluss von CsA auf die Virusaktivität von MHV-68, so zeigt sich, dass 
die Zugabe von CsA keinen Einfluss auf die Aktivität von MHV-68 hat. Die Anzahl der 
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Plaques bleibt im Vergleich zu den nicht CsA-behandelten MHV-68-positiven Kontrollen 
gleich. Zu erwarten gewesen wäre ein aktivitätssteigernder Effekt. CsA ist ein immun-
suppressives Medikament, d.h. die Wirksamkeit des Immunsystems ist herabgesetzt. Bei 
immunsupprimierten Patienten kann eine EBV-Infektion zu B-Zell-Lymphomen führen. Dies 
ist eine unkontrollierte Vermehrung von B-Lymphozyten, also Immunzellen. Das System des 
Plaque-Tests spiegelt die Wirklichkeit nicht wieder. Das komplexe System des Körpers ist 
hier ebenfalls nicht gegeben, deshalb wirkt CsA entgegen den Erwartungen. Anhand dieses 
Systems kann nicht gesagt werden, ob sich CsA als Therapie gegen MHV-68 eignet.  
Die Cyclosporin-orale Lösung wurde in vivo am Tiermodell ausgetestet. Da die Aktivität von 
MHV-68 im In-vitro-Modell nicht richtig ausgetestet werden konnte bzw. nicht die zu 
erwartenden Ergebnisse geliefert hat, sollte der Einfluss von CsA im In-vivo-System auf die 
Virusaktivität von MHV-68 untersucht werden. Dazu wurden neonatal infizierte BALB/c-
Mäuse genutzt. Sobald diese Mäuse keine Muttermilch sondern Wasser tranken, wurden sie 
mit Cyclosporin A versorgt. In der Regel geschah dies ca. 21 Tage nach der Geburt. Die 
Inkubation der Tiere erfolgte für 6 Monate. Nach dieser Zeit wurden die Tiere getötet und die 
Organe mittels G50-spezifischer real-time PCR auf eine MHV-68-Infektion untersucht 
(Tabelle 8, Anhang). Dabei fiel auf, dass deutlich mehr Organe MHV-68-positiv waren und 
die Viruslast immer mindestens eine 10er-Potenz über der Viruslast der Kontrollen lag. Also 
waren die Tiere durch die Gabe von CsA immunsupprimiert, die Infektion konnte im 
Gegensatz zu den Kontrolltieren nicht so gut eingedämmt werden. Eine Infiltratbildung wurde 
in den Organen nicht festgestellt [Häusler, persönliche Mitteilung], d.h., das Immunsystem 
hat keine effektive Antwort eingeleitet oder die Infektion mit MHV-68 hat sich latent 
etabliert, so dass der Körper aufgrund der geringen Antigenproduktion keine oder nur eine 
sehr schwache Immunantwort einleitete. Dies scheint auch der Fall bei den Untersuchungen 
zu den Langzeitveränderungen im ZNS zu sein (4.2). Jedoch fiel bei der 
immunhisotochemischen Färbung der Tiere auf, dass die Lymphknoten vieler Tiere deutlich 
vergrößert waren (Abbildung 45, 3.3.3). Dabei handelt es sich möglicherweise um 
Tumorvorstufen. Ein Tier (CV-1) verstarb sogar frühzeitig. Bei der Präparation fiel auf, dass 
es einen mediastinalen Tumor hatte. Dieser Tumor wuchs um das Herz, deshalb war das Herz 
sehr klein. Der Tumor ging vom Thymusgewebe aus. Das Tier war bis auf den Skelettmuskel 
in allen Organen MHV-68 positiv. Die Gene M2 und M3 konnten im Tumorgewebe nicht 
nachgewiesen werden (Abbildung 47, 3.3.3). Der genetische Hintergrund des MHV-68 im 
Tumor liegt also verändert vor. Die Viruslast in den Organen war nicht besonders hoch, nur 
104 Virusgenomkopien/mg Gewebe (Tabelle 8, Anhang) im Gegensatz zu den anderen 
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Cyclosporin-behandelten Tieren, die eine Viruslast von 106 Virusgenomkopien/mg Gewebe 
aufwiesen. Dies reichte offenbar für die Tumorgenese aus. Bei HPV-Infektionen reicht eine 
Viruslast von 20-5000 Genomkopien aus, um einen Hauttumor hervorrufen zu können. 
Jedoch besitzt nicht jede Tumorzelle ein HPV-Genom [Pfister, 2003]. Bei transplantierten, 
immunsupprimierten Patienten mit lymphoproliferativen Erkrankungen wurden bis zu 106 
EBV-Genomkopien gemessen [Gulley, 2001]. Wenn die Viruslast ein Auslöser für die 
Tumorgenese darstellt, so reichen die 104 Genomkopien von MHV-68 des CV-1-Tieres aus, 
um einen Tumor auszulösen. Wie bereits beschrieben, kann bei durch CsA immun-
supprimierten Patienten in Verbindung mit EBV eine lymphoproliferative Erkrankung 
entstehen. Unter Einfluss von CsA kommt es bei T-Lymphozyten zu einer erhöhten 
Expression von IL-6, welches als Wachstumsfaktor für B-Lymphozyten dient. Deshalb ist es 
unter anderem durch eine Behandlung mit CsA möglich, B-Zell-Lymphome auszulösen 
[Tanner et al., 1996]. Eine Behandlung gegen EBV gibt es nicht. Bei der Primärinfektion von 
Erwachsenen entsteht eine infektiöse Mononukleose, die nicht behandelbar ist. Lediglich 
antivirale Medikamente, wie Ganciclovir und Aciclovir können zur Linderung der Symptome 
eingesetzt werden [Andersson, 1996]. Um lymphoproliferative Erkrankungen zu therapieren, 
wird EBV durch die Substanzen Gemcitabin und Doxorubicin vom latenten Stadium in den 
lytischen Zyklus überführt, um dann mit Ganciclovir eine Therapie gegen das aktive EBV 
einzuleiten. Parallel dazu wird eine Bestrahlungstherapie durchgeführt [Feng et al., 2004]. Es 
muss eine Therapieoption gefunden werden, bei der sowohl der Übergang vom lytischen 
Zyklus in das latente Stadium verhindert wird, die Symptome einer infektiösen Mononukleose 
gelindert werden als auch die Verhinderung von lymphoproliferativen Erkrankungen. 
Betrachtet man die In-vitro- und In-vivo-Ergebnisse bei MHV-68, so wird deutlich, dass CsA 
alleine nicht als Therapie gegen γ-Herpesviren in Frage kommt. In Kombination mit einem 
antiviralen Medikament könnten die durch MHV-68 bzw. EBV hervorgerufenen Symptome 
vielleicht gemindert werden, aber die Gefahr eine lymphoproliferative Erkrankung zu 
induzieren bleibt bestehen. In Kombination mit RAD könnte eine lymphoproliferative 
Erkrankung verhindert werden, da RAD das Wachstum von EBV-transformierten B-
Lymphozyten verhindert [Majewski et al., 2000]. Dies hat sich anhand der In-vitro-Versuche 
bei der Messung der DNA-Syntheserate bestätigt (Abbildung 38, 3.3.1).  
 
Rapamycin wurde aus dem Pilz Streptomyces hygroscopicus isoliert. Everolimus (RAD) ist 
ein Derivat von Rapamycin. Im Gegensatz zu Cyclosporin A inhibiert Rapamycin nicht den 
Calcineurin-abhängigen Weg der T-Zell-Aktivierung, sondern wirkt auf m-TOR. m-TOR 
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liegt unterhalb der Signalkaskade von Phosphoinoside-3-Kinase (PI3-K, Akt) und wirkt auf 
zwei Arten. Zum einen aktiviert m-TOR die p70S6 Kinase und zum anderen den 
eukaryotischen Initiationsfaktor 4E (eIF-4E). Durch eine Hemmung von m-TOR wird die 
zelluläre, aber auch die virale mRNA-Translation geblockt. In EBV-infizierten B-
Lymphozyten wurde eine Inhibition des Tumorwachstums durch Rapamycin detektiert. 
Deshalb wäre es möglich, durch Rapamycin das Auftreten von lymphoproliferativen 
Erkrankungen zu verhindern [Neuhaus et al., 2001]. Wird diese Substanz in vitro ausgetestet, 
werden Konzentrationen von 0,5-10nM Rapamycin verwendet [Majewski et al., 2000]. Bei 
der oralen Therapie zur Eindämmung von Tumorwachstum wird eine Dosis zwischen 1-
5mg/kg/d eingesetzt [Knott et al., 2007]. 
Die Messung der DNA-Syntheserate unter Einfluss von RAD zeigt bei allen verwendeten 
Zelllinien einen Rückgang der Proliferation (Abbildung 38, 3.3.1). Dies war zu erwarten, 
denn in der Literatur wird ein antiproliferativer Effekt beschrieben, besonders für EBV-
transformierte B-Lymphozyten [Majewski et al., 2000]. m-Tor wird inhibiert. Dies hat zur 
Folge, dass der eIF-4E nicht exprimiert wird und somit keine zelluläre und virale mRNA-
Translation möglich ist [Neuhaus et al., 2001]. Vergleicht man diese Ergebnisse mit dem 
Einfluss von Everolimus auf die Virusaktivität (Abbildung 43B, 3.3.2) so erkennt man, dass 
die Zugabe von Everolimus die Aktivität von MHV-68 steigert. Also scheint Everolimus die 
Expression von Proteinen zu hemmen, die für den Zellzyklus verantwortlich sind, aber nicht 
die virale mRNA-Translation von MHV-68. Eigentlich ist dies sehr ungewöhnlich, da MHV-
68 die zelluläre Translationsmaschinerie benutzt. Es ist auch möglich, dass die Hemmung der 
mRNA-Translation zu spät einsetzt. Der Zellrasen der Everolimus-behandelten, aber MHV-
68-negativen BHK-Zellen war nach 4 Tagen Inkubation voll bewachsen, d.h. die Proliferation 
der verwendeten BHK-Zellen wird nicht durch die Zugabe von Everolimus beeinträchtigt, im 
Gegensatz zu den verwendeten B-Lymphozytenkulturen, bei denen die Hemmung schon 
einen Tag nach Zugabe einsetzt. Everolimus alleine scheint kein geeignetes Mittel für die 
Bekämpfung einer MHV-68-Infektion zu sein. Vielleicht könnte in Kombination mit einem 
antiviralen Medikament und Cyclosporin A ein positiver Effekt erzielt werden. Das antivirale 
Medikament, z.B. Aciclovir würde die Aktivität von MHV-68 herabsetzen, Cyclosporin A 
verhindert einen möglichen Schaden durch die Immunreaktion des Wirtes im Gewebe und 
RAD könnte die mögliche Entstehung eine lymphoproliferativen Erkrankung durch 
Cyclosporin A [Neuhaus et al., 2001] verhindern. 
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Acetylsalicylsäure (Aspirin) gehört zu den nichtsteroidalen antiinflammatorischen 
Medikamenten (NSAID), die vorwiegend zur Behandlung von Schmerzen und Fieber genutzt 
werden. Dabei werden oral mindestens 500mg eingesetzt. Der Wirkstoff inhibiert die 
Cyclooxygenasen COX-1 und COX-2, die die Synthese von Prostaglandinen katalysieren [de 
Witt, 1999]. EBV kann Tumore induzieren. Dabei induziert das LMP-1 (latent membrane 
protein-1) von EBV die Expression der Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP9) durch NF-
kappaB und AP-1. Dadurch wird der Tumor invasiv und kann metastasieren. In Verbindung 
mit Aspirin ist gezeigt worden, dass die Expression von NF-kappaB und die Expression von 
AP-1 gehemmt werden. Dadurch wird die Expression von MMP9 verhindert, die EBV-
induzierten Tumore werden nicht invasiv und können nicht metastasieren [Murono et al., 
2000]. Surgano et al. postulieren, dass durch die Gabe von Aspirin die primäre EBV-Infektion 
verhindert werden kann. Da Aspirin die Expression von NF-kappaB hemmt, kann nach der 
Bindung von EBV an den CD21-Rezeptor in B-Lymphozyten der Wp-Promotor nicht durch 
NF-kappaB induziert werden. Wp ist der initiale virale Promotor, der für die Infektion von B-
Lymphozyten essenziell ist. Durch dieses System kann EBV B-Lymphozyten nicht infizieren. 
Dazu ist eine Konzentration von 1-5mM nötig [Surgano et al., 1997]. Acetylsalicylsäure 
führte in dem hier verwendeten System ab dem 3. Tag bei einer Konzentration von 20mM zu 
einem kompletten Rückgang der Proliferation (Abbildung 41B, 3.3.1). Es wurde nur die 
MHV-68-positive Zelllinie LymphomHV-68 getestet. Der Rückgang der DNA-Synthese war 
zu erwarten. Durch die Gabe von Acetylsalicylsäure wird die Expression von NF-kappaB 
gehemmt. NF-kappaB wird in vielen Signalwegen gebraucht, so dass es nicht ungewöhnlich 
ist, dass z.B. die Proliferation der Zellen gehemmt wird. Im Rahmen von Vorarbeiten wurde 
gezeigt, dass bei ASS-behandelten Zellen die Apoptose eingeleitet wird [Schmöle, 2007]. Das 
erklärt den kompletten Rückgang der Proliferation ab 20mM. Acetylsalicylsäure begünstigt 
die Aktivität von MHV-68 (Abbildung 43F, 3.3.2). Es konnten mehr Plaques in den 
Acetylsalicylsäure-behandelten MHV-68-positiven Feldern detektiert werden als in den 
Kontrollen. Ob Acetylsalicylsäure bei MHV-68 ebenfalls die Invasivität von Tumoren 
verhindern kann, wie im Falle von EBV [Murono et al., 2000], kann mit Hilfe des Plaque-
Tests nicht geklärt werden. Es ist aber kein geeignetes Mittel zur Hemmung der 
Virusaktivität. Interessant wäre es jedoch, Mäuse mit Aspirin zu behandeln und wenn ein 
Wirkspiegel aufgebaut wurde, mit MHV-68 zu infizieren. Bei EBV verhindert die 
Behandlung mit Acetylsalicylsäure eine Erstinfektion der Zelle [Surgano et al., 1997]. 
Vielleicht wäre es so möglich, eine Erstinfektion mit MHV-68 zu verhindern. Eine weitere 
Option ist es, immunsupprimierten, EBV-positiven Patienten hoch dosiert Acetylsalicylsäure 
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zu verabreichen, um entweder die Entstehung eines Tumors oder die Invasivität eines Tumors 
zu verhindern. 
 
Methylprednisolon ist ein synthetisches Glukokortikoid, das antiinflammatorisch wirkt [Wang 
et al., 2004]. Mihara et al. haben beschrieben, dass bei einer schwangeren Frau, die wegen 
hohem Fieber hospitalisiert wurde, eine EBV-Reaktivierung nachgewiesen wurde. Als 
Therapie wurde Prednisolon und Methylprednisolon (1000mg/d für 3 Tage) verabreicht. 
Diese beiden Medikamente führten zu keiner Besserung der Symptome. Erst durch Gabe von 
Immunglobulinen und Aciclovir konnten die Symptome gelindert werden [Mihara et al., 
1999]. Anscheinend hat Methylprednisolon keinen Einfluss auf das EBV-assoziierte 
Krankheitsbild. 
Der Einfluss auf die DNA-Syntheserate wurde anhand einer MHV-68-positiven Zelllinie 
LymphoMHV-68 getestet. Es konnte kein Einfluss auf die Proliferation detektiert werden 
(Abbildung 41C, 3.3.1). Eigentlich hätte eine Proliferationssteigerung die Folge sein sollen, 
denn bei EBV ist bekannt, dass Glukokortikoide einen Einfluss auf die Proliferation von 
EBV-positiven B-Lymphozyten haben und dadurch lymphoproliferative Erkrankungen 
ausgelöst werden können [Quaia et al., 2000]. Glukokortikoide haben einen Einfluss auf die 
Expression von Zytokinen. Zytokine werden für die Proliferation der Zelle genutzt. In 
Abbildung 43E (3.3.2) ist zu sehen, dass Methylprednisolon die Aktivität von MHV-68 nicht 
signifikant beeinflusst, aber tendenziell begünstigt. Es ist bekannt, dass bei einer EBV-
Reaktivierung die Gabe von Methylprednisolon alleine die Beschwerden nicht lindern kann 
[Mihara et al., 1999]. Es war also zu erwarten, dass die Aktivität von MHV-68 durch 
Methylprednisolon alleine nicht sonderlich beeinflusst werden konnte. Methylprednisolon 
alleine ist kein geeignetes Mittel zur Therapie gegen γ-Herpesviren. Jedoch in Kombination 
mit einem antiviralen Medikament könnte eine positive Wirkung entstehen. 
Methylprednisolon begünstigt in diesem In-vitro-System die Proliferation der Wirtszelle nicht 
und hat keinen Einfluss auf die Aktivität von MHV-68. Jedoch ist es ein 
antiinflammatorischer Wirkstoff, der die Entzündungsreaktion durch die Infektion im Gewebe 
abschwächen könnte.  
 
Aciclovir (ACV) ist ein antivirales Medikament, dass vorwiegend zur Therapie gegen Herpes 
simplex und das Varizella Zoster Virus [Biron et al., 1980] genutzt wird. Dabei wirkt es nur 
auf die DNA-Synthese des Virus, nicht aber auf die der Wirts-Zellen. Durch die 
Thymidinkinase der Herpesviren wird Aciclovir zu ACV-Monophosphat und wirkt als 
 Diskussion 116 
 
Guanin-Analogon. Es wird während der Virus-DNA-Synthese in den replizierten Strang 
eingebaut. Es kommt zum Kettenabbruch und zum Abbruch der Virusreplikation [Colby et 
al., 1980]. Die eingesetzte Dosis ist von der Erkrankung abhängig. Oral werden zwischen 
200-800mg Aciclovir 5mal [Perry et al., 1996] am Tag eingenommen, intravenös werden 
10mg/kg Körpergewicht eingesetzt [Jacobs et al., 1996]. Bei EBV und MHV-68 wirkt ACV 
in vitro ebenfalls antiviral. Bei EBV inhibiert ACV die produktive DNA-Synthese, hat aber 
keinen Einfluss auf die latente Infektion von Zellen mit EBV [Colby et al., 1980]. Bei MHV-
68 ist bekannt, dass ab einer Dosis von 1,5µg/ml die Infektiösität von MHV-68 um 50% 
absinkt. Ab höheren Konzentrationen geht die Infektiösität auf 0% zurück [Neyts et al., 
1998].  
Wie in der Literatur beschrieben, hatte Aciclovir keinen Einfluss auf die Proliferation der 
Wirtszelle, in diesem Fall der LymphoMHV-68-Zellen (Abbildung 41A, 3.3.1). Bei der 
Messung der Virusaktivität (Abbildung 43A, 3.3.2) zeigten sich ebenfalls die erwarteten 
Werte. Ab einer Konzentration von 1µg/ml sank die Aktivität von MHV-68 auf 50%, ab 
5µg/ml konnten keine Plaques detektiert werden [Neyts et al., 1998]. Die DNA-Synthese der 
Wirtszelle blieb unbeschadet. Der Zellrasen war in allen Aciclovir-behandelten Kontrollen 
vollständig ausgebildet. Aciclovir ist ein Medikament, das bei einer Reaktivierung eingesetzt 
werden kann, um akute Beschwerden zu lindern. Wie aber im Fall von EBV gezeigt wurde, 
kann das latente Stadium von EBV nicht verhindert werden [Colby et al., 1980].  
 
4.4 Entstehung von Autoantikörpern nach einer MHV-68-Infektion in BALB/c-Mäusen 
In Vorarbeiten wurde festgestellt, dass durch die Infektion mit MHV-68 Nekrosen in 
verschiedenen Geweben (Herz und Gehirn) auftreten können [Häusler, persönliche 
Mitteilung]. Es sollte geklärt werden, ob bei der Infektion von BALB/c-Mäusen diese 
Nekrosen alleine durch MHV-68 entstehen oder ob die Immunantwort des Wirtes gegen 
MHV-68 dazu beiträgt, z.B. durch Bildung von Autoantikörpern, die durch MHV-68-
Antigene getriggert werden.  
Verschiedene Krankheitsbilder werden durch Autoantikörper ausgelöst, z.B. systemischer 
Lupus erythematodes, rheumatoide Arthritis [Stinton et al., 2007] und Diabetes mellitus TypI 
[Isermann et al., 2007]. Autoantikörper sind Antikörper, die sich gegen körpereigene 
Strukturen richten. Es gibt Autoantikörper, die sich gegen strukturelle Protein-Antigene 
richten, aber auch Autoantikörper, die entzündliche Reaktionen auslösen können [Mihai et al., 
2007]. Bei der rheumatoiden Arthritis ist bekannt, dass Autoantikörper produziert werden, die 
Immunkomplexe mit körpereigenen Antigenen bilden. Diese lagern sich in den Gelenken ab 
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und führen zu den entzündlichen Reaktionen [Okraj et al., 2007]. Systemischer Lupus 
erythematodes wird ebenfalls durch Immunkomplexe mit Autoantikörpern ausgelöst. Dabei 
kommt es zu entzündlichen Reaktionen und Gewebeschäden [Crow, 2007]. Patienten, die an 
Lupus erythematodes leiden, haben meist auch eine neurologische Beeinträchtigung [Hanly, 
2007]. Bei Diabetes mellitus TypI werden Pankreaszellen durch Autoantikörper zerstört, so 
dass kein Insulin mehr produziert werden kann [Pánczél et al., 1999]. Die Bildung von 
Autoantikörpern nach direkter B-Zellstimulation gilt auch als möglicher Pathomechanismus 
EBV-induzierter neurologischer Komplikationen beim Menschen [Fong et al., 1982]. EBV 
steht im Verdacht, systemischen Lupus erythematosus auszulösen [Harley et al., 2006]. Es ist 
bekannt, dass bei EBV-Infektionen Autoantikörper entstehen, die sich gegen das Enzym 
MnSOD (Mangan Superoxid Dismutase) richten [Semrau et al., 1998]. Dieses Enzym 
katalysiert die Dismutation von Superoxid-Radikalen. Dies führt zu oxidativem Stress und 
Entzündung im Gewebe sowie zur choleostatischen Hepatitis [Semrau et al., 1998, Ritter et 
al., 1994, Schaade et al., 1998]. Die beiden Hauptepitope der MnSOD ähneln zwei EBV-
Proteinen. Die produzierten Autoantikörper haben eine Affinität zu dem EBV-kodierten 
Protein BGLF4 [Dalpke et al., 2003]. Bei Patienten mit anderen Herpesvirus-Infektionen 
werden diese Autoantikörper nicht gefunden [Ritter et al., 1994].  
Bei MHV-68 ist ebenfalls bekannt, dass eine MHV-68-Infektion zur Bildung verschiedener 
Autoantikörper führen kann [Virgin et al., 1999] und dass γ-Herpesviren, also auch MHV-68, 
eine Autoantikörperproduktion nach direkter polyklonaler B-Zellstimulation auslösen können 
[Sangster et al., 2000]. Außerdem ist MHV-68 in der Lage bei Mäusen einen Rückfall bei der 
Autoimmunen Arthritis auszulösen [Yarilin et al., 2004]. Also ist es denkbar, dass in den 
Organen der Maus durch eine MHV-68-Infektion Autoantikörper entstehen, die zu einem 
Gewebeschaden beitragen können. Deshalb sollte die Entstehung von Autoantikörper in 
MHV-68-infizierten Mäusen mittels Immunfluoreszenztest getestet werden. Bei Betrachtung 
der Hirnstruktur konnten fluoreszierende Zellen an den Meningen detektiert werden. Auch 
fluoreszierende Neuronen waren zu sehen. Aufgrund einer MHV-68-Infektion konnten Mäuse 
detektiert werden, die vorzeitig aufgrund von Krankheitssymptomen getötet werden mussten. 
Bei diesen Tieren wurde häufig eine Meningitis diagnostiziert [Häusler, persönliche 
Mitteilung]. Es ist also möglich, dass diese Krankheitssymptome durch Autoantikörper 
ausgelöst werden, die sich gegen Strukturen im Hirn MHV-68-infizierter Mäuse richten. 
Auch die Untersuchung der Organe Leber und Herz ergaben bei MHV-68-positiven Tieren 
fluoreszierende Zellstrukturen. Also scheinen bei der Infektion mit MHV-68 Autoantikörper 
zu entstehen, die entweder direkt oder durch die Bildung von Immunkomplexen zu einem 
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Gewebeschaden beitragen könnten. Um eine genaue Aussage zu treffen, müssen mehr Tiere 
untersucht werden.  
 
4.5 Ausblick 
Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, regulatorische Bereiche des G50-Promotors aus 
MHV-68 zu untersuchen und einen potenziellen Bindungspartner, das Hsp70, zu 
identifizieren. Bei EBV ist ebenfalls bekannt, dass ein Hitzeschockprotein (Hsp72) in 
Verbindung mit EBNA-LP die Expression verschiedener EBV-Gene reguliert. Somit scheint 
hier eine weitere Homologie zwischen der Regulation von EBV und MHV-68 vorzuliegen. Es 
ist wichtig, die genaue Regulation des G50-Promotors zu entschlüsseln, um Angriffspunkte 
für eine Therapie zu identifizieren.  
Durch die Austestung verschiedener Substanzen auf die Proliferation von MHV-68- und 
EBV-positiven Zelllinien und auf die Virusaktivität von MHV-68 konnten einige 
Medikamente für eine Austestung am Tiermodell ausgeschlossen und andere als geeignet 
angesehen werden. Unter Cyclosporin A-Einfluss ist im Rahmen dieser Arbeit gezeigt 
worden, dass die behandelten MHV-68-infizierten Tiere vergrößerte Lymphknoten aufwiesen, 
die auf eine lymphoproliferative Erkrankung hinweisen können. Anhand der In-vitro-
Versuche konnte gezeigt werden, dass die Proliferation MHV-68-infizierter B-Lymphozyten 
durch Asprin gehemmt werden kann. Es kann am Tiermodell ausgetestet werden, ob durch 
die Gabe von Aspirin die Entstehung einer lymphoproliferativen Erkrankung zu verhindern 
oder die Invasiviät der Tumore durch Aspirin-Gabe verhindert werden kann. 
Anhand der aufgenommenen Kinetik der MHV-68-Infektion des ZNS von BALB/c-Mäusen 
und der resultierenden Immunantwort ist es gelungen, den genauen Infektionszeitpunkt des 
Gehirns festzulegen und eine daraus entstehende Immunantwort zu bestätigen. Eine 
Infiltratbildung ist deutlich zu erkennen. Es gilt zu klären, ob diese Immunantwort zu den 
ZNS-Schäden, die nach einer MHV-68-Infektion auftreten können, beitragen. Dazu können 
die Versuchstiere mit den in dieser Arbeit untersuchten Substanzen behandelt werden, um die 
Immunantwort zu unterdrücken. Damit kann untersucht werden, ob MHV-68 für die ZNS-
Schädigung oder ob die eingeleitete Immunantwort für die Schädigung verantwortlich ist. 
Anhand dieser neuen Versuchstierreihen ist es möglich, neues Serum zu sammeln, um die 
Entstehung von Autoantikörpern weiter zu untersuchen.  
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5.            Zusammenfassung 
Das Modellsystem MHV-68/Maus ist zu einem wichtigen experimentellen In-vivo-Modell für 
Untersuchungen von γ-Herpesvirusinfektionen entwickelt worden. Ziel ist es, mit diesem 
Modell pathogenetische Veränderungen nach Infektionen des Menschen mit EBV zu 
analysieren. Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Analyse von γ-Herpesvirus-
assoziierten neurologischen Erkrankungen mit Blick auf eine mögliche Therapie. 
 
Folgende Aufgaben waren zu lösen: 
1.) Identifizierung regulatorischer Elemente des MHV-68 G50-Promotors sowie 
spezifischer Bindungspartner; 
2.) Untersuchungen zum Ablauf der MHV-68-Infektion und der resultierenden 
Immunreaktion; 
3.) Medikamentöse Modulation der MHV-68-Infektion in vitro und in vivo. 
 
Folgende Ergebnisse wurden erzielt: 
• Regulatorische Sequenzmotive des G50-Promotors wurden in den Bereichen 66141-
66250, 66251-66534 und 66397-66534 identifiziert; diese sind wichtig für die 
Induktion und die Repression des G50-Promotors in Reaktion auf die Stimuli TPA, 
Anti-IgM und Superinfektion; 
• Mit Hilfe des Yeast One Hybrid-Systems konnte das heat shock protein 70 kDa 
(Hsp70kDa) als Bindungspartner des G50-Promotors verifiziert werden; 
• Der Transkriptionsstart von G50 liegt 8 bp vor dem ATG; 
• Der Einfluss ausgewählter Substanzen auf die Proliferation γ-Herpesvirus-infizierter 
Zellen und die Aktivität von MHV-68 wurde untersucht. Everolimus wirkt 
proliferationshemmend, aber steigert die Virusaktivität; Cyclosporin A wirkt 
proliferationshemmend, auf die Virusaktivität hat es keinen Einfluss; Aspirin wirkt bei 
einer Konzentration von 20mM proliferationshemmend auf LymphoMHV-68-Zellen, 
zeigt aber keinen Einfluss auf die Aktivität von MHV-68; Methylprednisolon zeigt 
keinen Einfluss auf die DNA-Syntheserate von LymphoMHV-68-Zellen und die 
Virusaktivität von MHV-68; 
• Die Aufnahme der Kinetik ergab, dass die Infektion des ZNS durch MHV-68 bei 
Mäusen nach 3 Tagen messbar ist; eine sichere Infektion kann ab dem 6. Tag  
festgestellt werden und das Virus persistiert dann für Monate; 
• Schwere Infiltrate aus CD3-positiven Lymphozyten im
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Infektion auf;  
• Das im ZNS nachgewiesene Virus ist aktiv; 
• Schwere temporale Infiltrate sind insbesondere bei Tieren mit hoher Viruslast zu 
finden; 
• Nach Infektion von B- und T-Zell-defizienten Mäusen tritt ebenfalls eine Infektion im 
ZNS auf; 
• Für die Infektion des Hirns sind B- und T-Lymphozyten nicht nötig; 
• Bei der Kontrolle der Virusinfektion im Hirn spielen die B- und T-Zellen eine Rolle; 
• Es konnten keine Langzeitfolgen im ZNS von BALB/C-Mäusen beobachtet werden; 
• Bei MHV-68-infizierten Tieren werden Autoantikörper produziert, die zum ZNS-
Schaden beitragen könnten; 
 
Es ist gelungen, die Regulation des MHV-68 G50-Promotors in Ansätzen zu entschlüsseln 
und verschiedene Medikamente zur Austestung am Tiermodell in vitro vorzuselektieren. 
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       Abkürzungen 
 
6m    B6-(Rag1)-Mäuse 
6wt    C57BL/6-Mäuse 
°C    Grad Celsius 
β    beta 
γ    gamma 
κ    kappa 
µ    mikro 
A    Adenin 
A. bidest   Aqua bidestilla 
A. dest.    Aqua destilla 
ADLD-PCR   activation domain long distance-PCR 
AIDS    aquired immune deficiency syndrome 
Amp    Ampicillin 
AP1    aktivierendes Protein 1 
ASS    Aectylsalicylsäure (Aspirin) 
BHK-21   Baby-Hamster-Kidney-Zellen 21 
BLAST   Basic Local Alignment Search Tool 
BrdU    5-bromo-2’-desoxyuridin 
bp     Basenpaare 
BRLF1   kodiert Rta von EBV 
BSA    bovine serum albumin (Rinderserumalbumin) 
BZLF1   kodiert Zta von EBV 
bzw.    beziehungsweise 
C    Cytosin 
CArGbox   CArG box binding protein 
CBF-A   CArG box binding factor A 
CD    cluster of differentiation 
cDNA    copy desoxyribonucleic acid 
C/EBPalpha   CAAT/Enhancer binding protein alpha 
cm    Centimeter 
CMC    Carboxymethylzellulose 
CMV    Cytomegalivirus 
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CO2    Kohlenstoffdioxid  
CsA    Cyclosporin A 
d    Tag 
Da    Dalton 
DAB    Diaminobenzidin 
dATP    Desoxyadenosintriphosphat 
denat.    denaturierend 
dGTP    Desoxyguanidintriphosphat 
DIG    Digoxigenin 
DMEM   Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
DNA    desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
DNase    Desoxyribonuklease 
dNTP    Desoxynukleotidtriphosphate 
ddNTP   Didesoxynukleotidtriphosphat 
DO    Drop Out (Medium aus dem Yeast One Hybrid Kit) 
ds    doppelsträngig 
DsRed    Discosoma Red Fluoresent Protein 
DTT    Dithiothreitol 
dTTP    Desoxythymidintriphosphat 
dUTP    Desoxuraciltriphosphat 
EBNA    Epstein-Barr virus nuclear antigen-1 
EBV    Epstein-Barr Virus 
E. coli    Escherichia coli 
EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 
F    Farad 
FACS    Fluorescence activated cell sorter 
FITC    Fluorescein-5-isothiocyanat 
FKS    fetales Kälberserum 
FRET    Fluorescence resonance energy transfer 
FSC    forward scatter (Vorwärtsstreulicht) 
g     Erdbeschleunigung 
g    Gramm 
G    Guanin 
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G50    ORF 50 
GAPDH   Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase 
GC-Gehalt   Guanin-Cytosin-Gehalt 
Ggf.    gegebenenfalls 
GFP    Grün-fluoreszierendes Protein 
gp    Glycoprotein 
GR    glucocorticoid receptor 
h    Stunde 
HCl    Salzsäure 
HE    Hämalaun-Eosin 
HEPES   4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
His    Histidin 
H2O    Wasser 
H2O2    Wasserstoffperoxid 
HPLC    High Performance Liquid Chromatography 
HRP    horse radish peroxidase 
H2SO4    Schwefelsäure 
Hspa5    Hitzeschockprotein 70kDa 
HSV    Herpesvirus siamiri 
HSV1    Herpes simplex Virus Typ 1 
Hz    Hertz 
ICSBP    interferon consensus sequence binding protein 
IFT    Immunfluoreszenz-Test 
IgG    Immunglobulin G 
IL    Interleukin 
Kan    Kanamycin 
kb    Kilo-Basen 
kbp    Kilobasenpaare 
KCl    Kaliumchlorid 
kDa    Kilo-Dalton 
kg    Kilogramm 
K2HPO4   Di-Kaliumhydrogenphosphat 
KLF6    Krüppel-like factor 6 
KSHV    Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus 
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kV    Kilovolt 
l    Liter 
LB    Luria Bertani 
LD-PCR   long-distance-PCR 
Leu    Leucin 
log    logarithmisch 
m    milli 
m    Meter 
M    Molar 
MEM    Minimum Essential Medium Eagle 
MgCl2    Magnesiumchlorid 
MgSO4   Magnesiumsulfat 
MHV-68   murines Herpesvirus 68 
min    Minute 
MMLV   Moloney Murine Leukemia Virus 
MnSOD   Mangan Superoxid-Dismutase 
MP    Methylprednisolon 
mRNA   messenger RNA 
n    nano 
n     Stichprobengröße 
N    normal   
NaCl    Natriumchlorid 
NaOH    Natriumhydroxid 
Na2HPO4   Di-Natrium-Hydrogenphosphat 
Na3PO4   Natriumphosphat  
NCBI    National Center for Biotechnology Information 
NEA    nicht essenzielle Aminosäuren 
nm    Nanometer 
n.q.    nicht quantifizierbar 
Ω    Ohm 
Oct-1    Octamer-1 
OD    optische Dichte 
ORF    open reading frame 
PBMC    pheripheral blood monocytes 
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PBS    phosphate buffered saline 
PCR    polymerase chain reaction (Polymerase-Ketten-Reaktion) 
pfu    plaque forming units 
r    Korrelationskoeffizient 
RACE    rapid amplification of cDNA ends 
RAD    Everolimus, Rapamycin 
RNA    ribonucleic acid = Ribonukleinsäure 
RNase    Ribonuklease 
rpm    rounds per minute 
RT    Reverse Transkriptase 
Rta    replication and transcription activator 
s     Sekunde    
SDS    Natriumdodecylsulfat 
SRF    serum response factor 
ss    single-stranded 
SSC    standard saline citrat 
SSC    side scatter (Seitwärtsstreulicht) 
T    Thymin 
Taq    Thermus aquaticus 
TAE    Tris-Acetat-EDTA 
TBE    Tris-Borsäure-EDTA 
TE    Tris-EDTA 
TPA    12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat 
Tris    Trishydroxymethylaminoethan 
Trp    Trypsin 
U    Unit 
UV    ultraviolett 
V    Volt 
v/v    volume/volume 
VZV    Varizella-Zoster-Virus 
w/v    weight/volume 
z.B.    zum Beispiel 
ZEBRA   Genprodukt des BZLF1-Gens 
ZNS    Zentralnervensystem 
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Anhang: Tabelle 8 
Viruslast G50 Kopien/mg Gewebe 
 
Tier Infektionsdauer 
in Tagen 
Ni GH KH Mi He Mu Le Bl Th Na Tumor Lu 
C5-1 217 0 0 0 8,4*10E6 0 7,1*10E4 pos 0 1,9*10E8   1,74*10E7 
C5-2 217 0 0 0 pos 0 0 0 2,33*10E6 0 0  0 
C5-3 217 0 1,48*10E8 0 pos 0 1,29*10E7 pos 0 pos 0  1,66*10E8 
C5-4 217 0 2,71*10E7 4,37*10E7 3,68*10E6 0 0 5,81*10E6 0 0 0  0 
C5-5 217 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4,15*10E7  0 
C5-6 218 0 0 1,59*10E7 0 0 pos 0 0 0 0  0 
C5-7 218 0 0 0 pos 4,3*10E6 6,19*10E6 1,4*10E4 0 0 0  0 
C5-8 218 0 0 0 pos 1,22*10E4 pos pos 0 0 0  0 
C5-9 218 pos 0 0 1,95*10E4 0 7,07*10E5 0 0 0 0  0 
C5-10 225 0 1,1*10E6 0 5,13*10E5 0 3,48*10E4 pos 0 0 0  n.q. 
C5-11 225 pos 0 pos pos 0 0 0 9,48*10E2 0 0  0 
C5-12 225 0 0 0 pos 0 0 0 0 0 pos  0 
C5-13 225 0 0 0 5,52*10E5 0 0 0 0 0 5,13*10E6  6,78*10E5 
C5-14 218 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  0 
C5-15 218 3,84*10E6 0 0 3,10*10E6 0 0 1,95*10E4 0 0 0  9,85*10E6 
C5-16 218 0 0 0 pos 1,1*10E7 0 0 0 0 0  pos 
CV-1 155 1,46*10E5 pos 1,34*10E5 pos 8,4*10E4 8,42*10E4 pos 7,48*10E4 pos 0 3,13*10E5 1,9*10E5 
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Viruslast G50 Kopien/mg Gewebe 
 
Tier Infektionsdauer 
in Tagen 
Ni GH KH Mi He Mu Le Bl Th Na Tumor Lu 
C5-18 210 0 0 0 0 0 0 0 0 0 pos  0 
C5-19 210 0 0 0 pos 0 0 0 0 0 0  0 
C5-20 210 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  7,81*10E5 
12/1-1 31 0 6,64*10E5 0 0 5,88*10E4 0 0 0 0 0  4,39*10E7 
12/1-2 31 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1,81*10E8  6,97*10E6 
12/1-3 31 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2,42*10E8  1,98*10E8 
12/1-4 31 pos 4,25*10E5 7,26*10E5 0 0 5,97*10E7 0 4,31*10E7 0 4,38*10E7  1,94*10E6 
12/1-5 213 0 0 0 pos 0 0 0 2,8*10E5 0 0  0 
12/1-7 125 0 0 0 pos 0 2,28*10E4 0 0 1,82*10E5 0  8,35*10E4 
12/1-8 213 0 0 0 1,64*10E3 0 0 0 0 0 1,98*10E4  7,62*10E3 
12/1-9 213 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  2,64*10E4 
12/1-10 213 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  0 
12/2-1 210 pos 2,41*10E6 0 1,36*10E6 pos pos 0 0 0 0  0 
12/2-2 210 0 0 pos pos 0 9,9*10E3 0 0 0 0  0 
12/2-3 218 pos pos pos pos 0 0 0 0 0 0  0 
12/2-4 218 0 0 0 3,39*10E4 0 0 0 0 0 0  pos 
12/2-5 218 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  0 
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Viruslast G50 Kopien/mg Gewebe 
 
Tier Infektionsdauer 
in Tagen 
Ni GH KH Mi He Mu Le Bl Th Na Tumor Lu 
12/2-6 218 0 0 1,54*10E6 pos pos 0 pos 0 0 0  1,05*10E6 
12/2-7 219 0 pos 0 pos 0 0 0 0 0 0  pos 
12/2-8 219 0 Pos 0 0 0 pos pos 0 0 0  0 
12/2-10 210 0 0 0 pos 0 0 pos 0 0 0  pos 
12/3-1 233 0 0 1,93*10E6 0 0 0 0 0 0 0  0 
12/3-2 233 0 0 pos 0 0 pos 0 3,08*10E4 0 0  0 
12/3-3 230 0 0 0 pos 0 pos pos 0 pos 0  7,62*10E6 
12/3-4 230 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0  2,73*10E6 
Tabelle 8: Liste der Cyclosporin-behandelten Tiere und der Kontrollen; pos = infiziert, aber nicht quantifizierbar; 0 = negativ im Hirn 
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